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RÉSUMÉ
Introduction: La vaso-oblitération est un aspect important de la rétinopathie induite par
l’oxygène (OIR), un modèle de rétinopathie du prématuré. Le stress oxydant amène une
synthèse abondante du tbromboxane A2 (TXA2) et du facteur d’activation plaquettaire
(PAF). De plus, durant la période périnatale, l’activité et l’expression des synthases de
monoxyde d’azote (NOS) sont augmentées. Nous avons testé l’hypothèse selon laquelle
le TXA2 et le PAF de même que la présence d’un stress nitrosatif puissent contribuer à la
vaso-oblitération en causant directement la mort des cellules endothéliales (EC)
rétiniennes.
Méthodes: Les expériences in vivo ont été faites en utilisant le modèle de OIR chez le rat
nouveau-né. L’adénosine diphosphatase a été effectuée afin de quantifier la
vascularisation rétinienne d’animaux traités avec différents antagonistes des récepteurs
PAF et TP, de même qu’avec des inhibiteurs de NOS et des désactiveurs d’espèces
oxygénées réactives (ROS). L’état redox de la rétine a été évalué en mesurant le
glutathion réduit (GSH) et les produits du stress oxydant et nitrosatif, malondialdéhyde
(MDA) et nitrotyrosine. Les expériences ex vivo ont été faites sur des microvaisseaux
rétiniens de rats nouveau-nés et de porcelets, alors que les expériences in vitro ont été
faites à l’aide de cultures de ECs provenant de microvaisseaux cérébraux porcins et
humains. La viabilité cellulaire a été mesurée par la réduction du MTT par les cellules
viables. La mort cellulaire a été étudiée par incorporation d’iodure de propidium (PI),
essai TUNEL, relâche de LDH et utilisation d’inhibiteurs de caspases.
Résultats : La vaso-oblitération induite par l’oxygène est associée à une génération de
TXA2 et de PAF qui est prévenue par un inhibiteur de TX synthase ou un antagoniste de
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IX synthase, mais aussi par un antagoniste du récepteur PAF. Les analogues de TXA2 et
PAF causent une mort en fonction de la dose et du temps des cellules endothéliales
rétiniennes et cérébrales du raton et du porcelet, mais pas des autres types cellulaires. La
mort induite par le PAF est précédée d’une augmentation des niveaux de IXA2 et est
prévenue par l’inhibition de la TX synthase. La eNOS, mais pas nNOS ou iNOS, a une
activité et une expression augmentées durant la durée de l’hyperoxie. Ces changements
sont associés à court terme (2 jours d’hyperoxie) avec une chute des niveaux de GSH et
une augmentation de MDA et nitrotyrosine. Des bloqueurs de NOS et des antioxydants
empêchent presque entièrement la vaso-oblitération. En revanche, durant une hyperoxie
de 5 jours, alors que l’état redox revient vers un état réduit, le bloqueur de NOS aggrave
la vaso-oblitération. L’expression de VEGFR-2 est respectivement augmentée à court
terme et diminuée à plus long terme par l’inhibition de NOS. La mort cellulaire présente
une forte incorporation de PI et une relâche de LDH se produisant tardivement (—1 8-24
h).
Conclusion: Ces résultats mettent en évidence un nouveau rôle pour le TXA2 dans la
vaso-oblitération induite par l’oxygène. Le TXA2 et le PAF, par une synthèse de TXA2,
sont capables de déclencher directement et sélectivement la mort des cellules
endothéliales rétiniennes et cérébrales. Le NO présente un effet biphasique sur la
vascularisation rétinienne, dépendant de l’abondance des ROS produits par l’hyperoxie et
la synthèse de TXA2-PAF, qui selon l’état redox de la rétine favorise ou non la survie
cellulaire par l’intermédiaire de l’expression de VEGFR-2. La mort cellulaire étudiée
semble être intermédiaire entre l’apoptose et la nécrose.
VMots clés : vaso-oblitération, endothélium, rétine, nécrose, apoptose, peroxydation,
synthase du monoxyde d’azote, superoxyde, peroxynitrite, VEGf.
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SUMMARY
Backround: Vasoobliteration is an important event in oxygen-induced retinopathy
(OIR), a mode! of retinopathy of prematurity. Because oxidant stress abundantly
generates thromboxane A2 (TxA2) and platelet activating factor (PAF), and because nitric
synthase (NOS) activhy and expression is augmented during the perinatal period, we
tested whether these vasoconstrictors and nitrosative stress play a role in retinal
vasoobliteration of OIR and contribute to such vascular degeneration by direct endothelial
cytotoxicity.
Methods : In vivo experiments were done using the rat pup model of OIR. Retinovascular
density was calculated using the adenosine diphosphatase technique in animais treated
with distinct TXA2 and PAF receptor blockers as well as different NOS blockers and free
radical scavengers. The redox state of the retina was assessed by measuring reduced
glutathione (GSH), and oxidative and nitrosative products malondialdehyde (MDA) and
nitrotyrosine. Ex vivo experiments were done on fresffly isoiated retinal microvessels
from newbom rat and piglet. In vitro experiments were done using ECs cultures from
brain microvessels of piglets and humans in response to stable T)C&2 and PAF analogues.
ECs viability was determined by the reduction of the tetrazoiium sait MTT by viable
celis. Incorporation of propidium iodide (PI), TUNEL assay, release of LDH, caspase
activation and phosphatidylserine exposure were also verified.
Results :Hyperoxia-induced retinal vasoobliteration in rat pups was associated with
increased TXA2 and PAF generation and was prevented by TxA2 synthase inhibitor or
TxA2-receptor antagonist as well as PAF receptor blocker. TxA2 and PAF mimetics
caused a time- and concentration-dependent celi death of neuroretinovascular ECs from
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newbom rats as weIl as pigiets but flot of other celi types. PAf—induced celi death was
preceded by an increase in TXA2 levels and was prevented by TXA2 synthase inhibition.
Endothelial NOS, but flot nNOS or iNOS, expression and activity was increased
throughout the exposure to hyperoxia. These changes were associated with an early (2
days hyperoxia) decrease in GSH, and an increase in MDA and nitrotyrosine.
Antioxydant molecules and NOS blockers treatments nearly abolished the
vasoobliteration. In contrast. during 5 days exposure to hyperoxia when the redox state
rebalanced, NOS blocker treatment aggravated the vasoobliteration. Interestingly,
VEGFR-2 expression was respectively increased by NOS inhibition afier short-term (2
days) exposure to hyperoxia and decreased during the longer hyperoxia exposure. ECs
death features high PI incorporation and a release of LDH which occur 1 8-24 h
foïlowing stimulus.
Conclusions t Taken together the data identify an important role for TxA2 in
vasoobliteration of OIR and unveil a so far unknown function for TxA2 and PAF, through
synthesis of TXA2, in directly triggering neuroendothelial ceil death of immature retinal
and cerebral microvessels while the dual effect of NO on retinal vasculature, depending
on the abundance cf free radical in response to hyperoxia and PAF-TXA2 synthesis,
depends on the redox state of the retina and seems mediated at least in part by VEGFR-2.
The ECs death seems to be intermediate between necrosis and apoptosis.
Key words t vasoobliteration, endothelium, retina, necrosis, apoptosis, peroxidation,
nitric oxide synthase, superoxide, peroxynitrite, VEGF.
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La rétinopathie du prématuré tROP) est une maladie qui a vu son incidence
augmenter au cours des dernières décennies malgré et, ironiquement, peut-être même à
cause de l’efficacité des techniques médicales utilisées qui permettent de sauver des
enfants d’âge gestationel et de poids de plus en plus bas. Malgré que la RO? soit la
deuxième cause de cécité dans la population adulte, après les rétinopathies diabétiques, la
pathogenèse de cette maladie est mal connue. Brièvement, cette maladie est d’abord
caractérisée par un apport accru en oxygène à la rétine favorisant un arrêt de la croissance
normale et une vaso-oblitération (dégénérescence) de la microvascularisation rétinienne.
La dégénérescence microvasculaire est responsable d’une ischémie, qui à mesure que
l’apport en oxygène diminue, favorisera le développement de la phase clinique de la
maladie la néovascularisation prérétinienne. Cette dernière est la conséquence du
développement anarchique de la vascularisation rétinienne qui ira même jusqu’ à traverser
la membrane limitante interne et envahir le corps vitré. Cette angiogenèse incontrôlée
peut occasionner des déficits oculaires mineurs, mais peut aussi aller jusqu’au
décollement de la rétine et la cécité. Cette thèse s’attardera à décrire une phase encore
mal connue de la maladie, soit celle de la vaso-oblitération. Souvent appelés à agir en
aval de la vaso-oblitération, les cliniciens ne sont habituellement pas témoins de ce
phénomène et sont souvent appelés à traiter les conséquences de la néovascularisation. Il
nous est permis de penser qu’une meilleure compréhension des événements se produisant
en amont de la néovascularisation rétinienne nous permettra d’envisager la possibilité de
traitements prophylactiques, afin d’éviter la vaso-oblitération rétinienne et la ROP.
L’introduction qui suit permettra au lecteur de se familiariser avec les phénomènes et les
3principaux éléments impliqués dans la vaso-oblitération et la rétinopathie induite par
l’oxygène caractérisées dans les chapitres 3, 4 et 5 de cette thèse.
ANATOMIE DE L’OEIL
L’oeil se divise en deux segments, le segment
antérieur et le segment postérieur. Le segment antérieur
contient l’humeur aqueuse et le segment postérieur
contient le corps vitré (fig. 1). À moins que cela ne soit
précisé, les paragraphes suivants décrivent l’anatomie de
l’oeil humain adulte. Les données relatives aux calibres
des vaisseaux sont sensiblement les mêmes pour les nouveau-nés.
Segment antérieur
Le segment antérieur comprend la cornée qui est très riche en terminaisons
nerveuses, mais presque entièrement avasculaire. Le tissu est nourri par diffusion de
l’humeur aqueuse et par les larmes. Son intégrité et sa transparence sont assurées ses
épithéliums externe et interne qui la protègent de l’abrasion et préservent sa transparence,
obtenue par la disposition régulière des fibres de collagène, en expulsant les ions sodium
dans le globe oculaire. En plus de la cornée, le segment antérieur comprend la chambre
antérieure qui est la cavité de l’oeil remplie par l’humeur aqueuse sécrétée par l’iris et le
corps ciliaire, limitée en avant par la face postérieure de la cornée et en arrière par l’iris
ainsi que la face antérieure du cristallin. L’iris qui est le diaphragme devant le cristallin
alors que le corps ciliaire représente l’appareil de sustentation du cristallin qui lui permet
de réguler le degré de courbure pour une meilleure adaptation à la vision de loin et de
4proche et finalement le cristallin est la lentille biconvexe formée de fibres épithéliales
allongées associées en lamelles.
Segment postérieur
Le segment postérieur comprend la sclérotique, la choroïde, le corps vitré et la
rétine. Comme l’essentiel des travaux de recherche a porté sur la rétine et sa
vascularisation, un accent particulier sera mis sur la rétine.
La sclérotique
Blanc de l’oeil dans sa partie la plus antérieure, c’est la tunique fibreuse qui
donne, avec les pressions intraoculaires, sa forme et protège l’oeil. Elle permet un solide
ancrage aux muscles extrinsèques de l’oeil.
La choroïde ou choriocapillaire
La choroïde est une membrane hautement vascularisée qui forme les cinq
sixièmes postérieurs de la tunique vasculaire. Sa pigmentation à l’intérieur de l’oeil
empêche la diffusion et la réflexion de la lumière. La choroïde s’étend postérieurement
du nerf optique à l’ora serrata, antérieurement. Les artères ciliaires longues et courtes
donnent naissance au lit capillaire uvéal (l’iris, le corps capillaire et la choroïde). Les
capillaires de la choroïde se lient étroitement à la membrane de Bruch, qui se situe entre
la choriocapillaire et l’épithélium pigmentaire de la rétine. Les capillaires de la choroïde
sont les plus grands (20-40 jim) et les plus denses dans l’organisme. L’endothélium est
fenestré au contraire de celui de la rétine. Le flux passant par ce lit capillaire est très
important (1,4 à 1,7 ml/min/g de tissu comparé à environ 0,078 ml/mirilg de tissu dans la
rétine) (Bill, 1981). Il fournit des nutriments à toutes les tuniques vasculaires
5particulièrement aux couches du tiers externe de la rétine qui dépend de la diffusion de
l’oxygène, notamment la couche de photorécepteurs qui est dépourvue de capillaires et
dont les besoins en oxygène sont parmi les plus grands de l’organisme. Le sang est drainé
par des veinules qui se réunissent pour former quatre veines vortiqueuses.
Le corps vitré
Le corps vitré, contenu dans une enveloppe transparente appelée la hyaloïde,
occupe environ les deux tiers du volume du globe, est un tissu mésenchymateux formé
d’une trame de fibrilles de collagène contenue dans un liquide visqueux analogue à
l’humeur aqueuse et formé d’eau à plus de 99 %; l’autre constituant majeur est l’acide
hyaluronique qui, associé à des protéines, est responsable de sa viscosité. Cette substance
gélatineuse et transparente remplit l’espace compris entre la rétine et la face postérieure
du cristallin. En plus de transmettre la lumière, le corps vitré soutient la face postérieure
du cristallin, presse la couche nerveuse de la rétine contre sa couche pigmentaire et
participe à la pression intra-oculaire. Plusieurs substances, telles que les prostaglandines
(PG), sont des substrats pour un transport actif entre le corps vitré et la circulation
rétinienne via la barrière hémato-oculaire (Bito et Salvador, 1972; Bito, 1977; Bito et
Wallenstein, 1977), permettant ainsi l’élimination de substances potentiellement toxiques.
La rétine
La rétine neurosensorielle est constituée de différents types de neurones
permettant le traitement et le transfert de l’information visuelle (Fig. 2, page 6). Les
photorécepteurs (1er neurone) sont le point de départ de l’information visuelle. Ils
comprennent les bâtonnets et les cônes, sont formés de deux parties: les segments
6externes et internes qui sont le siège de la transduction visuelle, et la couche nucléaire
externe, qui abrite les corps et les noyaux des photorécepteurs et conduit le signal
électrique jusqu’à la couche plexiforme externe. L’information est alors transmise aux
cellules bipolaires (2 neurone), dont les noyaux forment la population majoritaire
neuronale de la couche nucléaire interne, avec les cellules horizontales et amacrines. Ces
deux autres types de neurones permettent de moduler la transmission de l’information au
niveau des cellules bipolaires. Dans la couche plexiforme interne, les cellules bipolaires
forment des synapses avec les cellules ganglionnaires (3 neurone) dont les axones se
regroupent pour former le nerf optique, qui transmet l’influx nerveux jusqu’aux corps

















Figure 2. Anatomie de la rétine nerveuse (adapté de Marieb, 1993 et Guyton & Hall, 1996).
Couche de bâtonnets et cônes
Épithélium pigmentaire
7Vascularisation de la rétine
Le réseau sanguin de la rétine dérive de l’artère ophtalmique, une branche de la
carotide interne. L’artère ophtalmique se divise en plusieurs branches, dont l’artère
centrale rétinienne et les artères ciliaires. L’artère centrale rétinienne passe au milieu du
nerf optique dans l’intérieur de l’oeil où elle se divise en quatre branches, pour ensuite se
diviser en artérioles et en capillaires formant le lit capillaire rétinien. Les branches de
l’artère centrale rétinienne sont des artères terminales. Il n’existe aucune anastomose
entre elles ou encore avec le lit capillaire de la choroïde. Les capillaires rétiniens
comptent panni les plus petits de l’organisme (3,5 à 6 j.im) et forment deux couches de
vaisseaux, une superficielle dans la couche des cellules ganglionnaires et une profonde
dans la couche nucléaire interne. Les vaisseaux rétiniens irriguent les deux tiers de la
rétine interne. Les cellules endothéliales rétiniennes forment des zonuÏae occludent,
entourées par une épaisse membrane basale, par des péricytes (en nombre identique aux
cellules endothéliales) et par les extensions des astrocytes. L’ensemble forme la barrière
hémato-oculaire interne. La fovéa de la macula n’a pas de capillaires rétiniens et est ainsi
uniquement nourrie par la choroïde. La veine centrale rétinienne quitte finalement l’oeil,
en se liant à l’artère par le nerf optique (forrester et al., 1996).
Types cellulaires rétiniens
Cellules de Mul1er astrocytes et microglie
Les cellules de Mifiler, qui traversent la rétine dans presque toute son épaisseur
(mis à part les segments externes), représentent le type glial le plus abondant. Leurs
noyaux forment, avec ceux des cellules bipolaires, amacrines et horizontales, la couche
nucléaire interne. Les cellules de Mifiler sont particulièrement riches en glycogène et en
8réticulums endoplasmiques lisses. Leur rôle exact est encore mal déterminé, mais elles
ont à la fois un rôle de soutien et un rôle métabolique. En effet, l’analyse de leur contenu
enzymatique a permis d’identifier certaines fonctions cellulaires comme la régulation du
métabolisme glucidique de la rétine, la dégranulation de neurotransmetteurs rétiniens,
notamment le GABA, le contrôle de la concentration en glutamate, qui est libéré par les
neurones ou encore la régulation du taux de potassium (Newman et Reichenbach, 1996).
Les astrocytes, retrouvés dans la couche des fibres optiques, se divisent en deux
variétés les astrocytes allongés et les astrocytes stellaires. Les multiples prolongements
des astrocytes stellaires s’insinuent entre les constituants neuronaux et entrent en contact
avec les péricytes des vaisseaux sanguins sans avoir, pour la plupart, un contact avec les
autres cellules gliales. Ils pourraient donc jouer un rôle de transfert métabolique entre la
circulation et les neurones rétiniens. Ces astrocytes sont d’ailleurs absents de la fovéa
centrale, région centrale de la rétine, dépourvue de vaisseaux sanguins.
Les cellules de la microglie se retrouvent essentiellement dans les couches
plexiformes de la rétine. Elles peuvent migrer librement pour exercer une fonction
phagocytaire au sein du tissu neurosensoriel (Fonester et aï., 1996).
face aux photorécepteurs se trouvent les cellules épithéliales pigmentées,
reposant sur la membrane de Bruch et la choriocapillaire. Elles forment un épithélium uni
stratifié, cubique d’une seule couche de cellules polygonales, unies étroitement entre elles
par des jonctions intercellulaires serrées. Cet épithélium constitue, avec la
choriocapillaire, la barrière hémato-rétinienne externe. Les microvillosités apicales de ces
cellules épithéliales pigmentées s’insinuent entre les articles externes des photorécepteurs
et phagocytent les débris des disques membranaires des bâtonnets. Ces cellules sont
9également impliquées dans le recyclage du rétinol qui est indispensable à la transduction
visuelle dans les segments externes des photorécepteurs (forrester et al., 1996).
L ‘endothélium rétinien et la cellule endothéliale
Tel que mentionné plus haut, les capillaires rétiniens forment les vaisseaux les
plus petits de l’organisme. Interface entre le sang et l’espace interstitiel, l’endothélium de
ces capillaires est formé par une fine monocouche de cellules squameuses tapissant sa
face luminale $ les cellules endothéliales. Commune à tous les endothéliums, la cellule
endothéliale a plusieurs fonctions qui ne sont pas exclusives à l’endothélium rétinien. La
cellule endothéliale joue d’abord un rôle très important en tant que barrière entre le sang
et le milieu interstitiel. Trois types de jonctions existent entre les cellules endothéliales
dont l’architecture dictera la fonction, les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les
jonctions communicantes (Dejana et al., 1995; Schnittler, 1998). Tout comme c’est le
cas de l’endothélium des capillaires cérébraux, l’endothélium rétinien ne possède pas de
fentes intercellulaires et les cellules endothéliales sont jointes entre elles par des jonctions
serrées de façon à limiter les échanges entre le sang et le liquide interstitiel (Marieb et
Laurendeau, 1993; Cunha-Vaz, 2004). Le développement de la barrière hémato-oculaire
interne est associé à l’expression de molécules d’adhésion par les astrocytes et est associé
à la maturité de la vascularisation rétinienne (Janzer et Raff 1987; Gardner et al., 1997;
Gerhardt et al., 1999; Provis 2001). Chez le rat nouveau-né, la rétine est avasculaire, en
conséquence, la barrière hémato-oculaire interne arrive à maturité entre la 1 1ême journée
postnatale (P)l 1 et P13, ce qui correspond au moment où l’animal ouvre les yeux (Zeng
et al., 2000).
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De loin, la fonction la plus importante de l’endothélium, est sa participation à la
régulation des débits sanguins. La vascularisation rétinienne est dépourvue ou a très peu
d’innervation autonome (Laties, 1967). Il devient donc primordial que la cellule
endothéliale rétinienne, notamment par des récepteurs à sa membrane cytoplasmique et
par son cytosquelette, détecte les changements externes et médie la transmission des
signaux intracellulaires menant à la synthèse d’autacoïdes modulant la réponse
myogénique des péricytes ou des cellules musculaires lisses qui jouxtent les cellules
endothéliales dans sa partie abluminale. On note la présence de plusieurs récepteurs à la
surface des cellules endothéliales rétiniennes et des cellules musculaires lisses/péricytes
et un effet de la part de plusieurs agents pharmacologiques endogènes. On remarque très
peu de récepteurs Œ1-adrénergiques et 32-adrénergiques (Hoste et al., 1989; Hoste et al.,
1990; Nielsen et Nyborg, 1990; Yu et al., 1992; Su et al., 1995); il y a cependant des
récepteurs à l’histamine H1 sur la cellule endothéliale et H2 sur les cellules musculaires
lisses (Yu et al., 2003) dont l’effet de la stimulation diffère selon la géographie
vasculaire : dilatation sur l’artériole rétinienne et contraction sur l’artère ciliaire
postérieure (Yu et al., 2003). La dopamine produit une réponse par une interaction avec
les récepteurs Œ—adrénergiques et 5-HT (sérotonine) et médie une contraction sur la
vascularisation rétinienne qui est moins importante que sur la vascularisation cérébrale;
les PGs et ses analogues, PGf2 , PGE2 , $-iso-PGF2a et thromboxane (IX) A2
provoquent une contraction via les récepteurs fP, EP et TP présents sur les cellules
endothéliales et musculaires lisses; l’endothéline-l (ET) qui est le vasoconstricteur
oculaire connu le plus puissant (Nyborg et al., 1991; Meyer et al., 1993) est synthétisé
par la cellule endothéliale et agit de façon autocrine ou paracrine sur des récepteurs ET8
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sur la cellule endothéliale et ETA sur la cellule musculaire lisse (Masaki et Yanagisawa,
1992). L’ET-l est produit en réponse au stress physique et chimique notamment, les
forces de cisaillement, la thrombine, l’adrénaline et l’angiotensine II (Ang II) (Michiels,
2003). De son côte, I’Ang II peut agir directement sur le muscle lisse (Su et al., 1995) via
le récepteur AI1 et causer une constriction.
Outre les constricteurs, plusieurs vasodilatateurs sont synthétisés dans la
vascularisation rétinienne et agissent au niveau de l’endothélium. Le plus important est
sans doute le monoxyde d’azote (NO) synthétisé par la cellule endothéliale et favorisant
une relaxation du muscle lisse via un mécanisme dépendant de la guanosine
monophosphate cyclique (cGMP). La production de NO sert souvent de mécanisme de
rétroaction négative en réponse à une contraction à ET-Ï (Yu et al., 2003) ou au TXA2.
L’adénosine relâchée par le tissu ischémique dans l’espace extraluminale (Rudolphi et
al., 1992a; Sciotti et Van Wylen, Ï993) viendrait, par son effet dilatateur, limiter les
dommages causés par les acides aminés excitateurs comme le glutamate et l’aspartate
(Rudolphi et al., l992b; Sciotti et al., 1992). Cet effet serait produit par une action au
niveau des récepteurs A2 de l’adénosine à la surface musculaire lisse, puisque l’injection
intraluminale dans un système isolé n’a aucun d’effet (Yu et al., 2003). finalement, la
prostacycline (PGI2) synthétisée par l’endothélium et les cellules musculaires lisses agit
via le récepteur IP entraînant une production de d’adénosine monophospahte cyclique
(cAMP) et une production de NO menant à une relaxation et une vasodilatation.
Plusieurs autres fonctions importantes sont remplies par les cellules
endothéliales: la vasculogenèse et la néovascularisation, un rôle de barrière entre le
milieu sanguin et interstitiel, la coagulation et la fibrinolyse, réaction inflammatoire.
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Comme nous le verrons plus loin (VEGF, page 30 et chap. 3), le facteur vasculaire de
croissance endothéliale (VEGf) est le facteur endothélial le plus important dans la
formation de nouveaux vaisseaux (Ferrara, 2000; Larrivée et Karsan, 2000; Ferrara et al.,
2003), non seulement au stade foetal, mais aussi au stade adulte comme c’est le cas dans
le cerveau (Rosenstein et al., 1998; Proescholdt et al., 1999). Pathologiquement, le VEGF
joue aussi un rôle substantiel dans la néovascularisation tumorale (fenara et al., 2003) ou
celle observée dans la ROP (Smith, 2004). Le gène de VEGf contient un site de liaison
pour le hypoxia-inducedfactor-1 (HIF)-1 lui servant de détecteur à oxygène et module
son expression (Semenza, 2000). Le VEGF agit donc comme un facteur de survie, par ses
capacités à stimuler l’angiogenèse, lors de la phase de vaso-oblitération rétinienne
(Rosenstein et al., 1998; Larrivee et Karsan, 2000); combiné à l’hypoxie, il devient
néfaste dans la phase ischémique et provoque la croissance anormale de la vascularisation
observée dans la néovascularisation (Smith, 2004). Le VEGf agit via trois récepteurs
appelés VEGfR-1 ou Flt-1, VEGFR-2 ou flk-l/KDR et VEGfR-3 (Michiels, 2003).
VEGfR-1 et—2 produisent l’essentiel des effets vasculaires de VEGF et se retrouvent à la
surface des cellules endothéliales. De plus, VEGfR-1 se retrouve sur les astrocytes du
cerveau (Krum et Rosenstein, 1998; Krum et al., 2002) et de la rétine (Stone et al., 1996).
La liaison du ligand à son récepteur active des domaines tyrosine kinase déclenchant une
cascade de signalisation intracellulaire modulant différents effets : augmentation de la
perméabilité vasculaire, prolifération, migration et survie cellulaires (Carmeliet et al.,
1996; Fenara et Davis-Smyth, 1997; Griffloen et Molema, 2000; Larrivee et Karsan,
2000). Le VEGF est synthétisé par tous les types cellulaires rétiniens et est souvent régulé
à la hausse pour compenser une diminution de la production d’ATP. On a retrouvé des
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l’ARNm de VEGF dans les cellules endothéliales (Lutty et aï., 199$; Qaum et aï., 2001),
les astrocytes (Stone et aï., 1995), l’épithélium pigmentaire rétinien (Adamis et aÏ., 1994;
$hima et al., 1995), les cellules de MUller (Aiello et al., 1995; $tone et aÏ., 1995; Amin et
al., 1997) et les cellules ganglionnaires (Wada et al., 1999).
L’ endothélium sécrète et exprime plusieurs facteurs anticoagulants et
procoagulants dont la balance est maintenue selon les besoins circulatoires. Parmi les
anticoagulants, on compte le PGI2 et le NO (Cines et al., 199$) qui augmentent la
synthèse de cAMP et de cGMP dans les plaquettes pour prévenir leur agrégation (de
Graaf et aL, 1992). L’endothélium possède à sa surface des nucléotidases qui
hydrolysent, les puissants agrégateurs plaquettaires que sont 1’ATP et l’ADP, en AMP et
adénosine (Pearson et al., 1980). De plus, le récepteur thrombomoduline, lorsqu’activé
par la thrombine, facilite l’activation de la protéine C qui forme un complexe avec la
protéine S secrétée par la cellule endothéliale pour inactiver les facteurs de la cascade de
la coagulation FVa et FVIIIa (Sadler, 1997). Finalement, les cellules endothéliales
sécrètent le tissue-type plasminogen activator (t-PA) et 1 ‘urokinase qui transforment le
plasminogène en plasmine qui dégrade les thrombi en digérant la fibrine.
À l’opposé, les procoagulants synthétisés par les cellules endothéliales sont
nombreux pour faire la promotion de l’adhésion des plaquettes à l’endothélium. Parmi
eux on retrouve le facteur d’activation plaquettaire (PAF), le thromboxane (TXA2),
l’adénosine triphosphate (ATP) et l’adénosine diphosphate (ADP) et le facteur de von
WiÏlebrand (vWF). La cellule endothéliale exprime le facteur tissulaire (TF), une
glycoprotéine membranaire qui initialise la cascade de coagulation (Davie et al., 1991) et
le récepteur protease activated receptor-] (PAR)- 1 qui, une fois activé par la thrombine,
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mène à une relâche de vWF, stimule la synthèse de PAF et de chémokines et l’expression
de molécules d’adhésion.
Finalement, l’endothélium réagit en réponse à des stimuli inflammatoires, tels que
les lipopolysaccharides (LPS), le facteur de nécrose tumorale (TNF)-Œ ou l’interleukine
(IL)-1 en synthétisant des ILs, des coÏony-stirnutating factors (CSF) et des chémokines
(Mantovani et aÏ., 1992; Pober et aÏ., 1997; Krishnaswamy et aÏ., 1999) qui font la
promotion de la réaction inflammatoire, affectent les interactions entre les cellules, la
prolifération et la survie cellulaire, notamment par l’activation de facteurs de
transcription dont les plus importants sont AP-1, STATs et NF-icB (Bames et Karin,
1997).
Comme nous le verrons plus loin, la phase de dégénérescence cellulaire
endothéliale rétinienne (vaso-oblitération) dont il est question dans cette thèse se produit
avant le début d’une agrégation plaquellaire ou l’installation d’une réponse inflammatoire
(Ashton, 1966; Chan-Ling et Stone, 1992; McLeod et aÏ., 1996). Malgré des fonctions
qui somme toute, sont assez semblables à celles des autres cellules endothéliales, les
cellules endothéliales rétiniennes (et cérébrales) présentent des caractérisques qui leur
sont propres et qui seront mises en évidence dans les prochains chapitres (Chap. 3, 4 et 5)
et les sections suivantes (La vaso-oblitération rétinienne, page 34), identifiant une
certaine hétérogénéité des populations cellulaires endothéliales peuplant l’organisme.
Les péricytes
Tout comme les cellules musculaires lisses, les péricytes représentent un type
cellulaire contractile qui dérive du mésenchyme. Leur contenu en actine est intermédiaire
à celui retrouvé dans les cellules musculaires lisses ($MC) et les cellules endothéliales
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(EC<Péricytes<SMC). En plus de l’actine, ils expriment aussi la myosine et la
tropomyosine (Shepro et Morel, 1993), d’autres protéines du tissu musculaire. Cette
caractéristique procure aux péricytes une capacité contractile analogue à celle des cellules
musculaires lisses. Les péricytes recouvrent les capillaires des lits vasculaires ayant un
diamètre inférieur à 5 11m, alors que les vaisseaux de plus forts calibres sont entourés par
des cellules musculaires lisses. Certaines théories présentent les péricytes comme des
précurseurs des cellules musculaires lisses (Meyrick et Reid, 1979; Rhodin et Fujita,
1989), alors qu’il s’agit d’un type cellulaire multipotent capable de se différencier en
adipocytes, ostéoblastes et même, phagocytes (Farquhar et Palade, 1962; Richardson et
al., 1982; Brighton et Hunt, 1986; $chlondorff, 1987). Certaines différences existent
entre les deux types cellulaires. Ainsi, les péricytes possèdent des conductances ioniques
différentes de celles des cellules musculaires lisses leur permettant de réagir
différemment à certaines molécules dérivées du sérum (Sakagami et al., 1999). Mais,
dans l’ensemble, leur fonction est comparable. Comme le lit microvasculaire rétinien
compte parmi les plus petits capillaires de l’organisme (< 7,5 11m) et que les vaisseaux de
gros calibres (>30 11m), qui contiennent des cellules musculaires lisses, sont peu ou pas
affectés dans le modèle de rétinopathie induite par l’oxygène qui sera décrit plus loin
(Chap. 4 et 5), seule une description des péricytes sera faite.
La fonction première des péricytes est de venir stabiliser les capillaires
nouvellement formés par une interaction avec le facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGF) produit par les cellules endothéliales (Hellstrom et al., 2001 b); cette
fonction s’effectue aussi dans la guérison de blessures (Crocker et al., 1970). Ainsi, les
cellules endothéliales sont responsables du recrutement des péricytes et de leur
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organisation. Par exemple, les embryons de souris déficients pour PDGF-B sont
incapables d’attirer les péricytes progéniteurs et développent des microanévrismes vers la
fin de la gestation (Lindahi et aÏ., 1997). Le ratio péricyte/cellule endothéliale est de 1/1
dans la microcirculation rétinienne, alors qu’il est de l’ordre de 1/10 dans les autres lits
vasculaires (Tilton et al., 1985; Balabanov et Doie-Duffy, 199$). Les péricytes, tels que
cela a été démontré pour les poumons, participent aux échanges, notamment en facilitant
les échanges de fluides à travers l’endothélium microvasculaire (Lonigro et aÏ., 1996).
Ceci peut être expliqué en partie par la plus grande perméabilité de la barrière hémato
oculaire en comparaison avec la barrière hémato-encéphalique.
Les péricytes sont adjacents aux cellules endothéliales des capillaires et entourent
ces derniers avec ce qui peut ressembler à de petites protubérances. Les cellules
endothéliales possèdent aussi de semblables protubérances qui s’imbriquent dans celles
des péricytes. Les deux types cellulaires participent ainsi à la formation de la membrane
basale (Weibel, 1974; Mandarino et aÏ., 1993). Il existe une distribution différentielle des
péricytes selon le côté veineux et artériel, ainsi y a-t-il plus de péricytes du côté veineux
(Simionescu et aÏ., 1975) et les plus grosses veinules semblent avoir plus de contacts avec
les cellules endothéliales (Rhodin, 196$) suggérant un rôle tissulvaisseau spécifique. En
plus de la membrane endothéliale, la jonction avec les cellules endothéliales implique des
molécules d’adhésion cellulaires (CAM), des molécules d’adhérence au substrat (SAM)
et des jonctions communicantes (Schwartz et Liaw, 1993).
Les péricytes ont plusieurs interactions avec les cellules endothéliales. D’abord,
lors de l’angiogenèse une forme latente de TGF-f31, produit par les cellules endothéliales
et activée par le contact avec les péricytes, stimule l’expression de Œ-actine dans le
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péricyte (Verbeek et al., 1994; Hirschi et D’Amore, 1996) tout en provoquant un arrêt de
la prolifération endothéliale des vaisseaux nouvellement formés (Crocker et al., 1970;
Heimark et aÏ., 1986) et inhibant ainsi la migration cellulaire (Sato et Rifldn, 1989).
Ensuite, comme les cellules endothéliales, les péricytes participent à l’autorégulation de
la perfusion et de la perméabilité vasculaire, jouant ainsi un rôle dans le maintien de
l’homéostasie (Hirschi et D’Amore, 1996). Grâce à leur capacité contractile, notamment
due à l’actine qu’ils contiennent, les péricytes contrôlent le diamètre de la lumière
vasculaire par altération morphologique médiée par des cytokines et des médiateurs
autocrines, paracrines et endocrines (Chakravarthy et Gardiner, 1999). Les péricytes
possèdent, entre autres, des récepteurs ETB (Takahashi et al., 1989) et une activité kinase
dépendante de cGMP (Joyce et aL, 1 9$5a; Joyce et al., 1 985b) lui permettant de répondre
à des stimuli provenant de la cellule endothéliale pour causer soit une contraction par
l’ET-l par exemple, soit une relaxation NO-dépendante (Busse et ai, 1995; Masaki,
1995).
Les péricytes semblent avoir un rôle important dans plusieurs pathologies, dont
les rétinopathies ischémiques. On remarque une corrélation entre la disparition des
péricytes et la forte néovascularisation dans la ROP (Kuwabara et Cogan, 1963). De plus,
la survie des péricytes dépend du PDGf fabriqué par les cellules endothéliales; une perte
des péricytes entraîne une surexpression de VEGfIVEGFR-2 et une angiogenèse dans un
modèle de ROP (Wilkinson-Berka et aÏ., 2004). Ceci rejoint une théorie présentant les
péricytes qui expriment le récepteur VEGf comme des leurres pour le ligand en situation
physiologique, afin de maintenir l’intégrité vasculaire (Witmer et aÏ., 2003). Dans un
modèle de rétinopathie diabétique (RD), l’expression du récepteur ETB dans les péricytes
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rétiniens augmentent (Ceccarelli et al., 2001). Les péricytes expriment aussi un récepteur
des advanced gÏycation end-products (AGE) et dégénèrent rapidement dans le cas de RD
(Cogan et al., 1961) mourant par apoptoses (Mizutani et aï., 1996; Podesta et al., 2000).
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PHYSIOLOGIE DE LA CIRCULATION OCULAIRE
Circulation sanguine oculaire
Deux systèmes circulatoires sont impliqués dans l’apport de nutriments pour
satisfaire à la demande métabolique de l’oeil, le réseau de vaisseaux sanguins rétiniens et
le réseau de vaisseaux sanguins ciliaires qui compte trois lits vasculaires celui de l’iris,
du corps ciliaire et la choroïde.
Circulation rétinienne et choroidienne
Certaines espèces animales ont la rétine complètement avasculaire comme c’est le
cas du cochon dIndes (Wong et Macri, 1964; Yu et al., 1996), laissant la rétine
entièrement dépendante de la circulation choroïdienne, alors que chez l’humain, les
primates et le rat, la rétine est alimentée par les les réseaux rétinien et choroïdien (Alm et
Bili, 1992). La rétine est irriguée par les vaisseaux rétiniens superficiels et profonds qui
eux-mêmes irriguent les deux tiers internes de la rétine, alors que le dernier tiers, où la
demande en oxygène est la plus forte, car elle contient les photorécepteurs, est
dépendante d’une diffusion passive venant des vaisseaux de la choroïde.
Le volume sanguin circulant au niveau de la rétine adulte est beaucoup plus faible
Q1/2O) que celui de la choroïde (BiIl, 1981). L’autorégulation y est bonne et la saturation
veineuse y est faible comparée à la choroïde où, comme c’est le cas chez le nouveau-né,
l’autorégulation est déficiente, voire inexistante et nécessite un débit beaucoup plus élevé
afin de subvenir aux besoins métaboliques et maintenir la température de l’oeil. Les
capillaires rétiniens ont un diamètre de 5 à 6 tm (Alm et Bili, 1992) et contiennent les
cellules endothéliales et les péricytes qui interagissent pour participer à la régulation du
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débit sanguin rétinien (Frank et al., 1987; Kelley et al., 1987; Kelley et al., 1988; Alm et
Bili, 1992; Haefliger et al., 1994a).
Le réseau capillaire choroïdien est beaucoup plus dense que le réseau capillaire
rétinien, car les capillaires rétiniens doivent interférer le moins possible avec la lumière
qui doit traverser les couches de la rétine pour frapper les photorécepteurs. Le diamètre
des vaisseaux choroïdiens est plus grand: 8 à 15 jim (Alm et Bill, 1992). Le débit
sanguin choroïdien est très élevé et l’extraction de l’oxygène y est faible (<5 %) (Alm et
BilI, 1970; BilI et al., 1983) comparé à ce qui se passe au niveau de la rétine (—40 %)
(Hickam et al., 1963; Tomquist et Alm, 1979).
Régulation du débit sanguin oculaire
L’autorégulation du débit sanguin est intrinsèque et inclut tous les phénomènes
qui s’opposent aux variations du flux sanguin (une baisse prononcée = ischémie) ou de la
concentration d’oxygène (une baisse prononcée = hypoxie) dans un territoire afin de
maintenir un débit sanguin adéquat (malgré des fluctuations de la pression artérielle) et
permettre les échanges cellulaires qui répondront aux besoins métaboliques. Chez
l’adulte, le débit sanguin rétinien est bien régulé dans un intervalle de pression de
perfusion de 45 à 145 mm Hg (Robinson et al., 1986), permettant une oxygénation
adéquate (Alm et BilI, 1972b; Hill, 1989). Chez le nouveau-né, cet intervalle est plus
étroit, soit 45 à 85 mm Hg (Chemtob et aÏ., 1991) et de récentes études ont mis en
évidence une vasoconstriction insuffisante ou une vasodilatation exagérée quand la
pression de perfusion est augmentée notamment par des interactions avec les radicaux
libres, le NO et les PGs (Hardy et al., 1994; Hardy et al., 1996a; Hardy et al., 1996b;
Hardy et al., 1998a; Hardy et al., 1998b). Par contre, alors que chez l’adulte les débits
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sanguins choroïdiens sont autorégulés (Kiel et Shepherd, 1992; Kiel, 1994; Kiel et van
Heuven, 1995; Yu et al., 1996), cela n’est pas le cas chez le nouveau-né (Chemtob et al.,
1991). Par conséquence, le dépassement par la pression de perfusion des limites
supérieures de l’autorégulation amène un excès d’oxygène trop grand pour les besoins
métaboliques. L’oxygène en excès sera la source d’une génération d’spèces oxygénées
hautement réactives (ROS). La peroxydation lipidique qui s’en suit participe alors à des
dommages cellulaires à l’origine du développement de rétinopathies ischémiques comme
la ROP (Tripathi et Tripathi, 1984; Penn, 1990; Penn et aÏ., 1997). Ces mécanismes ont
un rôle important à jouer dans l’incidence de la vaso-oblitération rétinienne, préambule à
la rétinopathie proliférative. Plusieurs éléments entrent en jeu dans la régulation des
débits sanguins oculaires, domaine où les données sur la rétine sont plus nombreuses que
les données sur la choroïde. Il sera brièvement fait mention de cinq facteurs influençant la
régulation: la réponse myogénique, l’innervation, l’oxygène, le dioxyde de carbone et les
facteurs dérivés de l’endothélium.
Réponse myogénique
Malgré des contradictions, il semble que l’endothélium joue un rôle de
mécanorécepteur pour traduire les pressions transmurales ou forces de cisaillement en
réponse myogénique (Rubanyi et aÏ., 1990) par la libération de facteurs relaxants




La vascularisation rétinienne est peu ou pas innervée par le système nerveux
autonome (BiIl, 1981) contrairement à la choroïde (Ehinger, 1966; Laties, 1967;
Nakanome et aÏ., 1995) qui contient des récepteurs Œ et 3 adrénergiques (Bu!, 1962;
Bruinink et al., 1986; Elena et al., 1987; Koss et Gherezghiher, 1993; Koss, 1994; Kiel et
LovelI, 1996) et sert à maintenir un débit sanguin adéquat lors d’augmentations soudaines
de la pression sanguine (Biil et Nilsson, 1985) alors que le tonus rétinien est plutôt
maintenu par des facteurs produits localement.
L ‘oxygène
La pression artérielle partielle d’oxygène (Pa02) a une grande influence sur la
régulation du débit sanguin rétinien. Chez l’humain, une baisse de la Pa02 provoque une
vasodilatation limitée
(j—
10 % à 60 mm de Hg de Pa02 (Eperon et al., 1975)) compensée
par une redistribution du débit sanguin au niveau des microvaisseaux rétiniens (Kiryu et
al., 1995) dont le mécanisme demeure inconnu, mais impliquerait les péricytes (Ferrari
Dileo et ai7., 1992). Lorsque la Pa02 est très élevée, le métabolisme oxydant rétinien est
grandement réduit (Baeyens et al., 1973). L’hyperoxie a un effet constricteur, tant chez
l’adulte (Hickam et Frayser, 1966; Tsacopoulos et al., 1974; Hague et al., 198$) que chez
le nouveau-né (Ricci, 1987; Stiris et aÏ., 1 989a; Stiris et al., 1 989b). La vascularisation de
la couche interne est relativement bien régulée (Aim et Biil, 1972a) par constriction
(Hickam et Frayser, 1966), alors que ce n’est pas le cas pour la couche externe
(Linsenmeier et Yancey, 1989). Chez l’humain, l’inhalation d’oxygène pur (100 % 02)
réduit le débit sanguin de 70 % (Riva et al., 1983) par vasoconstriction. Les mécanismes
impliqués dans la vasoconstriction sont mal connus, mais les études chez le porc
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nouveau-né ont démontré des rôles joués par le TXA2, 20-HETE, ET-1, les radicaux
libres et les PGs (Hardy et al., 1994; Hardy et al., I 996b; Hardy et aÏ., 1 998b; Zhu et al.,
199$).
Les effets de I’hyperoxie sur les débits choroïdiens sont mal connus. Chez le
nouveau-né, l’hyperoxie cause une vasoconstriction importante due aux radicaux libres et
est contrebalancée de façon exagérée par une augmentation de la synthèse et des effets du
NO, rendant le tissu oculaire du sujet nouveau-né particulièrement sensible aux effets
d’une augmentation de la Pa02 (Hardy et al., 1 996a; Hardy et al., 1 996b).
Dioxyde de carbone
Une augmentation de la pression partielle de dioxyde de carbone (PaCO2) affecte
autant la rétine que la choroïde. Une augmentation de deux fois la PaCO2 normale (40
mm de Hg) cause une grande vasodilatation (Riva et al., 1994; flower et al., 1995) et une
augmentation du débit sanguin de l’ordre de 300 à 400 % (Aim et Biil, 1972b). Dans la
rétine, les mécanismes régissant cette hausse du débit impliquent une synthèse de PGE2,
stimulant la production de NO par eNOS pouvant être contrée par l’emploi d’un
inhibiteur de la cyclooxygénase (COX) (Dumont et al., 1999; Najarian et al., 2000;
Checchin et al., 2002). La simple augmentation de la PaCO2 est capable à elle seule de
provoquer la ROP (Holmes et al., 199$), soulignant ainsi l’importance d’un apport accru
en oxygène dans la maladie. À l’inverse, une diminution de la PaCO2 produit une forte
vasoconstriction et une baisse du débit sanguin rétinien de l’ordre de 22 %.
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Facteurs endothétiaux
L’endothélium vasculaire de l’oeil produit plusieurs agents vasomoteurs afin de
réguler les débits sanguins oculaires dont les plus importants vasodilatateurs sont le P012
(NieÏsen et Nyborg, 1990; Chemtob et aÏ., 1991) et le NO (Haefliger et al., 1992), alors
que l’ET-l (MacCumber et al., 1989; Takahashi et al., 1989; Nyborg et al., 1991;
Haefliger et al., 1992; Schmetterer et al., 1997), le TXA2 (Luscher et aÏ., 1992) et le 8-
iso-PGf2Œ (Lahaie et al., 1998) causent une vasoconstriction. Leurs rôles exacts ne sont
pas coimus, mais de tous ces agents, les prostanoïdes sont de loin les plus étudiés
(Pournaras et al., 197$; Flower et al., 1984; Chemtob et aÏ., 1991). Les prostanoïdes sont
produits par la rétine (Kass et Holmberg, 1979; Birkle et Bazan, 1984; flower et aï.,
1984; Robertson et al., 1990) et la choroïde (Bhattacherjee et aÏ., 1979) et contribuent à
déterminer les limites de l’autorégulation des débits sanguins rétiniens et choroïdiens
(Chemtob et ai, 1991) principalement la limite supérieure (Chemtob et al., 1991; Hardy
et al., 199$b). Chez l’adulte, une augmentation de la pression de perfusion dans la rétine
libère PGE2 et PGF2Œ pour causer une vasoconstriction (Nielsen et Nyborg, 1990; Abran
et al., 1994), alors que cette réponse est négligeable chez le nouveau-né (Abran et al.,
1994) en partie due à une régulation à la baisse des récepteurs EP et F? (Mitcheil et al..
197$; Abran et al., 1997a; Abran et al., 1997b; Hardy et aï., 199$b) en réponse à une
concentration plus élevée de prostanoïdes (Abran et al., 1994; Abran et al., 1 997a; Abran
et al., 1997b). Selon le sous-type de récepteur sur lequel il va agir, PGE2 peut être un
vasoconstricteur (rétine) ou un vasodilatateur (choroïde) (Abran et al., 1 997a). POT2 et
PGD2 ont aussi un effet relaxant où la réponse observée est plus importante chez le
nouveau-né que chez l’adulte (Abran et al., 1997b). Ceci est dû en grande partie à une
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régulation ontogénique de la densité des récepteurs ou de la signalisation intracellulaire
(Abran et al., 1997a; Abran et al., 1997b; Hardy et al., 1997; Bouayad et aï., 2004).
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LA RÉTINOPATHIE DU PRÉMATURÉ
Pathogenèse
La rétinopathie du prématuré ou rétinopathie obstructive proliférative tROP) est
une maladie qui affecte le prématuré d’autant plus qu’il est de faible poids ou âge
gestationnel. Les conséquences de la pathologie sont variées et peuvent aller de la
rémission totale à des déficits fonctionnels, tels que la myopie, le strabisme, l’amblyopie,
des difficultés à différencier les couleurs et enfin, dans les cas les plus graves, la cécité
(Gallo et aÏ., 1991; Hack et al.. 1994; Dobson et aÏ., 1995; Seaber et al., 1995; Hebbandi
et al., 1997). La ROP représente la deuxième plus importante cause de cécité dans les
pays industrialisés avec 6 % à 18 % des cas de cécité (Gilbert et al., 1997). La ROP a été
décrite pour la première fois par Terry en 1942 et on a tôt fait de l’associer à l’exposition
des prématurés à de fortes concentrations d’oxygène (Ashton et al., 1953; Kinsey, 1956;
Flynn et al., 1992) nécessaires pour pallier la détresse respiratoire et maintenir les
organes vitaux comme le cerveau. La maladie se caractérise par deux phases distinctes
1) une oblitération et dégénérescence des capillaires des microvaisseaux rétiniens (vaso
oblitération) contribuant â créer un environnement hypoxique dans le tissu suivi de 2) une
angiogenèse anarchique (néovascularisation) dirigée en partie vers le corps vitré causant
une traction sur la rétine (Ashton, 1966; Penn et aÏ., 1994; Reynaud et Dorey, 1994). La
perte des capillaires est due à une cytotoxicité spécifique des cellules endothéliales qui
sont particulièrement sensibles à l’hyperoxie (lYAmore et Sweet, 1987; McLeod et al.,
1996) et non pas à une simple vasoconstriction excessive (Penn, 1990). De plus, il existe
une corrélation directe et positive entre la sévérité de la ROP et la durée d’exposition à
l’oxygène (Ricci et Calogero, 1988). La vaso-oblitération est le point crucial du
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développement de la maladie et moins elle est accentuée, moins la néovascularisation et
la sévérité de la ROP le seront (Penn et al., 1994).
Développement normal de la vascularisation rétinienne
Malgré des décennies d’études, le développement de la vascularisation rétinienne
est un phénomène encore mal compris de nos jours. Il semble que la vascularisation qui
se développe soit taillée sur mesure selon les besoins du tissu rétinien. C’est pourquoi
certaines espèces naissent avec une absence partielle ou totale de vascularisation
rétinienne qui persiste si la circulation choroïdienne réussit à subvenir aux besoins
métaboliques. Alors que tout le monde s’accorde pour dire que la couche profonde
vasculaire, qui va de façon radiale de la couche superficielle à la couche plexiforme
externe, est formée par angiogenèse à partir de la couche préexistante, le doute subsiste
quant à l’origine de la couche superficielle. On a longtemps pensé que les cellules
fusiformes (spindie ceils), présentes avant la formation de vaisseaux, étaient des
angioblastes, précurseurs des cellules endothéliales, mais elles ont récemment été
identifiées dans un modèle murin comme étant des astrocytes immatures (fruttiger,
2002). Le développement de cette couche ne se ferait donc pas par vasculogenèse, c’est-
à-dire par formation de vaisseaux sanguins et par différentiation et organisation des
précurseurs mésenchymateux et angioblastiques, mais plutôt par angiogenèse, c’est-à-dire
la formation de vaisseaux par prolifération et migration de cellules endothéliales à partir
de vaisseaux déjà existants. Le développement se fait du disque optique vers la périphérie
à partir de vaisseaux qui croissent à partir de la circulation hyaloïde selon un mécanisme
strict, régulé par la demande métabolique du tissu et le VEGF (Stone et Maslim, l997b)
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produit par les astrocytes en réponse à une hypoxie physiologique (Ling et Stone, 198$;
Chan-Ling et al., 1990).
Lors d’une hypoxie, le VEGf est régulé à la hausse et à la baisse en hyperoxie
dans plusieurs modèles animaux dont ceux du chaton et du raton (Stone et al., 1995).
L’activité transcriptionnelle de l’ARNm VEGf est augmentée et le messager voit sa
demi-vie (tu2) multipliée par un facteur de 4 à 8 fois (Stem et al., 1995). Le gène de
VEGf est principalement régulé par le facteur de transcription hypoxia-inducedfactor
(HIF)-ÏŒ dont un élément de réponse est contenu sur le promoteur du gène. En condition
non hypoxique, HIF-YŒ est rapidement ubiquitiné et dégradé par les protéasomes
(Salceda et Caro, 1997; Huang et al., 199$; Kallio et al., 1999). Lorsque la demande
métabolique augmente, le tissu subit une «hypoxie physiologique» rapidement prise en
charge par l’inhibition des mécanismes de destruction (Sutter et al., 2000) et la
phosphorylation de HIF-1Œ qui stimule l’expression de VEGf par les astrocytes situés
quelques microns en amont de la vascularisation et s’étendant du disque optique à la
périphérie pour former la couche superficielle (Stone et aL, 1995). Les astrocytes sont
donc capables de détecter directement une baisse de la tension en oxygène (Stone et al.,
1995). Durant le développement rétinien chez le raton, le VEGf est exprimé par deux
types cellulaires précis de la macroglie rétinienne, les astrocytes et les cellules de Mtlller
(Stone et aÏ., 1995). Les astrocytes confinés à la surface interne de la rétine sont associés
au développement de la couche superficielle et les cellules de Millier qui s’étendent de
façon radiale de la membrane limitante interne à membrane limitante externe sont
associées à la formation de la couche profonde à partir des vaisseaux déjà formés de la
couche superficielle. Dans les astrocytes de raton, on détecte la présence de VEGf de P0
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à P7, alors que, dans les cellules de Millier, la présence de VEGF est détectée de P7 à
P14, allant de pair avec l’augmentation de la demande métabolique et le développement
de la couche profonde. Les astrocytes et les cellules de Millier fournissent donc le VEGF
et servent de support matriciel à la formation du nouveau réseau sanguin. Le
développement anarchique d’une nouvelle vascularisation dans toutes les directions et au-
delà la couche limitante interne vers le corps vitré fait aussi intervenir l’angiogenèse.
Pour la différencier du processus normal, elle a été appelée « néovascularisation ».
La néovascularisation rétinienne
La néovascularisation, telle qu’observée dans la ROP et la RD, ne serait que
l’exagération des mécanismes de croissance normaux faisant intervenir aussi des facteurs
de croissance et autres facteurs n’ayant habituellement qu’un rôle marginal dans la
physiologie vasculaire normale de l’oeil. Dans un modèle d’OIR, lorsque les sujets
rendus ischémiques par la première phase de la maladie (vaso-oblitération, voir section
suivante) retournent à des concentrations d’oxygène plus basses, il s’ensuit une hypoxie
qui engendre une phase d’angiogenèse anarchique, la néovascularisation. Les nouveaux
vaisseaux, qui n’ont plus le support des astrocytes, endommagés par la période d’hypoxie
prolongée (Zhang et Stone, 1997), croissent sans ordre et finissent par envahir le corps
vitré. On assiste donc à un déséquilibre entre les facteurs proangiogéniques et
antiangiogéniques. Parmi les facteurs proangiogéniques, le VEGF est le plus important.
La concentration de VEGF est élevée dans l’humeur aqueuse d’enfants aux prises avec la
ROP (Aiello et al., 1994). Le VEGf est induit par HIF-lŒ (Berra et aÏ., 2000), alors que
les anti-inflammatoires non stéroïdiens (ATNS) diminuent l’accumulation de ce dernier
lors d’hypoxie (Jones et al., 2002). L’adénosine relâchée en période d’ischémie (Roth et
jal., 1997) est aussi capable d’induire HIF-1Œ via son récepteur A2 (Takagi et aï., 1996c;
Takagi et al., 1996d; Grant et al., 1999). Le NO régule aussi l’activité du VEGF, médie
ses effets mitogéniques sur la cellule endothéliale et régule à la hausse, dans ce qui
semble être une boucle de rétroaction positive, la synthèse de VEGF dans les cellules
musculaires lisses (Morbidelli et aÏ., 1996; Jozkowicz et aï., 2001).
VEGf
Les deux récepteurs majeurs de VEGF, VEGfR-l et VEGfR-2 sont présents dans
la rétine (Kim et al., 1999). VEGFR- 1 fait la promotion de la formation des tubes à partir
de l’endothélium et est responsable de l’effet de VEGF sur la perméabilité vasculaire.
VEGFR-2, pour sa part stimule la prolifération et la différenciation des cellules
endothéliales. La signalisation intracellulaire se fait par les domaines à activité tyrosine
kinase qui phosphorylent P13-K et la phospholipase C (PLC), cette dernière produit
l’inositol triphosphate (1P3) et le diacyglycérol (DAG), cette dernière active de la protéine
kinase C (PKC), en particulier l’isoforme PKCf3 (Aiello, 1997). PKC3 serait responsable
de l’induction de la croissance cellulaire endothéliale. La voie cellulaire anti-apoptotique
Akt/PKB activée par VEGF, dont il sera question à la section suivante, est médiée par des
mécanismes dépendants de PKC et P13-K (Gerber et aï., 1998; Gliki et al., 2002).
Plusieurs thérapies expérimentales sont à l’essai pour tenter d’enrayer les effets
néovascularisants de VEGf. Parmi celles-ci, on retrouve les anticorps anti-VEGF (Zhu et
al., 2002), les récepteurs solubles (Kendall et Thomas, 1993), les antisens (Robinson et
al., 1996) et les inhibiteurs de kinases (Seo et aï., 1999; Ozaki et aÏ., 2000).
Malheureusement, toutes ces thérapies présentent plusieurs inconvénients problèmes
d’accès au récepteur, dégradation trop précoce de l’agent ou encore l’inhibition de
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mécanismes physiologiques. Pour toutes ces raisons, d’autres facteurs pouvant jouer un
rôle dans la néovascularisation sont à l’étude.
GIL IGF et somatostatine
La growth hormone (GH) joue un rôle important dans l’angiogenèse lors du
développement en induisant l’insulin-like growth factor (IGf)-1 qui est exprimé par
l’endothélium rétinien, les péricytes et les cellules gliales (Lee et al., 1992). L’emploi
chez des souris en hyperoxie, de MK 67$, un antagoniste de la GH, montre que la
sévérité de la néovascularisation coïncide avec les niveaux de GH et de IGF-1 (Smith et
al., 1997a). Par contre, IGF-1 serait important pour le développement normal, puisque les
prématurés qui ont des taux plus élevés de IGf-1 développent une meilleure
vascularisation et ne développent pas la ROP (Helistrom et al., 200 la). Donc, l’utilisation
d’un agoniste d’IGf-l demanderait un synchronisme et un dosage parfait pour que la
thérapie soit efficace.
La somatostatine est un peptide endogène qui module la relâche d’autres
hormones comme la GH et l’insuline. Ses analogues inhibent l’angiogenèse dans les
modèles animaux de décollement rétinien (Baudouin et al., 1995; Demir et al., 1999). Ils
ont été testés dans un modèle d’OIR induite chez la souris et montrent de bons résultats
d’inhibition (Higgins et al., 2002).
Les intégrines
Les intégrines pourraient aussi avoir un rôle à jouer dans la néovascularisation.
L’intégrine ŒvP3 est un récepteur endothélial pour plusieurs composantes extracellulaires
incluant les vitronectines et les métalloprotéases. On ne la retrouve que sur les cellules
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endothéliales qui prolifèrent, dont celles qui composent la vascularisation prérétinienne
dans les modèles d’OIR (Takagi et al., 2002). L’intégrine Œv33 est absente des cellules
endothéliales des vaisseaux rétiniens normaux (Friediander et al., 1996; Luna et al.,
1996). Des injections i.p. d’un antagoniste sélectif Œv3 inhibe la liaison de la vitronectine
et inhibe complètement la néovascularisation.
Pigment epithelium-derivedfactor, angiostatine et endostatine
Le pigment epithelium-derived factor (PEDf) est le plus puissant inhibiteur de
l’angiogenèse rétinienne (Tombran-Tink et al., 1991), plus puissant que l’endostatine,
l’angiostatine et thrombospondine (TSP)-1. Son expression est associée aux vaisseaux de
la rétine et de la choroïde (Kim et al., 2003). Il empêche la migration des cellules
endothéliales par des inducteurs aussi puissants que le VEGf, l’interleukine IL-8, le
acidic flbroblast growth factor, l’acide lysophosphatidique (LPA). Son niveau est bas
durant le développement et la néovascularisation et il est élevé durant l’hyperoxie
(Dawson et al., 1999). De récentes études ont montré que l’administration intravitréenne
ou systémique de PEDF exogène inhibe l’angiogenèse dans un modèle de OIR sans
interaction avec la vascularisation préexistante (Stellmach et al., 2001; Duh et al., 2002).
Il en est de même avec l’angiostatine (Drixier et al., 2001) qui n’est pas
normalement exprimée dans le vitré, mais comme on le détecte en réponse à une thérapie
de photocoagulation rétinienne chez les patients diabétiques (Spranger et al., 2000), il est
soupçonné d’être en partie responsable des effets bénéfiques de la thérapie.
Quant à l’endostatine, il s’agit d’un fragment de 20 kDa du collagène XVIII et
c’est un autre puissant inhibiteur de l’angiogenèse. L’endostatine a été retrouvée dans le
vitré de patients atteints de RD et les résultats montrent une corrélation négative entre les
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niveaux d’endostatine et la sévérité de la rétinopathie (Noma et al., 2002). Son utilisation
dans un modèle murin d’OIR provoque une diminution de la néovascularisation
(Auricchio et aÏ., 2002).
La thrombospondine
La TSP-1 fait partie d’une famille de cinq protéines sécrétées dans la matrice
extracellulaire de nombreux tissus. Elle inhibe la prolifération cellulaire endothéliale, la
migration et l’angiogenèse vraisemblablement en induisant l’apoptose de la cellule
endothéliale (Shafiee et al., 2000). Les cellules néovasculaires stimulées avec VEGf
synthétisent et sécrètent TSP-l probablement comme mécanisme de rétroaction négative
en réponse à la prolifération (Suzuma et al., 1999). Dans un modèle d’OIR chez le rat,
TSP- I et des peptidomimétiques inhibent la néovascularisation prérétinienne laissant
intacte la vascularisation intrarétinienne sans doute parce le poids moléculaire des
substances ne leur permet pas de franchir la membrane limitante interne (Shafiee et al.,
2000).
Platelet-derived growthfactor et tumor necrosisfactor
Le PDGf est un puissant mitogène et chémoattractant. Il s’agit d’un dimère dont
il existe deux formes PDGF-A et PDGf-B. Il est surtout associé à la RD, au cours de
laquelle il est trouvé de même que ses récepteurs dans les membranes épirétinales
(Robbins et aÏ., 1 994a; Robbins et aL, 1 994b), ainsi que dans le vitré (freyberger et al.,
2000). Les souris transgéniques qui surexpriment le PDGF-B développent une
prolifération de cellules endothéliales, de péricytes et de cellules gliales allant jusqu’au
décollement de la rétine (Mon et al., 2002a; Mon et al., 2002b; Mon et aï., 2002c;
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Vinores et al., 2003). L’hypoxie stimule l’expression de PDGF-B dans les cellules
endothéliales (Kourembanas et al., 1990) et PDGF-B collaborerait avec VEGF dans les
rétinopathies ischémiques (Mon et al., 2002a; Mon et al., 2002b; Mon et al., 2002e).
Un autre collaborateur de VEGF serait le TNFa. C’est une protéine
transmembranaire de 26 kDa, elle est exprimée dans les rétines humaines lors de
rétinopathies proliférantes (Limb et aÏ., 1996; Armstrong et al., 1998) et dans les modèles
animaux de néovascularisation (Majka et aÏ., 2002). On retrouve le TNFŒ dans les
cellules de MUller et la couche nucléaire interne, ainsi que dans la couche nucléaire
externe d’animaux développant une néovascularisation (Majka et al., 2002). Le TNfa
stimule l’expression de plusieurs métalloprotéases nécessaires pour que les cellules
endothéliales puissent se frayer un chemin dans la matrice extracellulaire (Majka et aï.,
2002). Le VEOF régule l’enzyme de conversion de TNFa (TACE) et la présence
simultanée de VEGF et TNfa pourrait signifier que ces protéines jouent un rôle dans la
régulation de l’expression de protéases durant l’angiogenèse.
Toutes les tentatives de thérapies mentionnées dans les paragraphes précédents
sont toutes extrêmement coûteuses et s’éloignent de la source du problème qui est en fait
la vaso-oblitération. Nous croyons que si nous sommes capables d’enrayer la première
phase de la ROP, il n’y aura pas de néovascularisation subséquente et les inconforts qui y
sont reliés seraient supprimés.
La vaso-oblitération rétinienne
Au moins 65 % des enfants prématurés de moins de 1250 g à la naissance
souffrent à un degré divers de la ROP (Palmer et aï., 1991). Chez les enfants 750 g,
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cette statistique augmente à plus de 90 % (Palmer et al., 1991). Dans les cas les plus
graves, les traitements modernes comme la coagulation au laser et la cryothérapie visant à
réduire les formations de néovascularisation ne constituent une réussite que dans
seulement 45 % des cas (Schaffer et al., 1993) et laissent des dommages permanents à la
rétine. Penn et ses collègues (1994) ont démontré que plus on atténuait la vaso
oblitération qui est la première phase de la maladie, moins la ROP était sévère (Penn et
aÏ., 1994). Pour cette raison, la vaso-oblitération devrait être plus étudiée afin de percer
les mécanismes qui y sont impliqués.
La prématurité et l’exposition à de fortes concentrations d’oxygène semblent être
les éléments les plus importants dans la pathogenèse de la maladie. L’hyperoxie relative
(P02 intra-utérine versus P02 extra-utérine) est néfaste (Flower, 1990) et toutes
conditions extra utero sont hyperoxiques pour le sujet prématuré. La P02 in utero est en
moyenne de 32 mm de Hg dans la veine ombilicale et de 22 mm de Hg dans l’aorte
descendante (Teitel, 1992; Taeusch et Ballard, 199$). La ventilation mécanique tente de
maintenir une P02 de 50 mm de Hg, mais elle excède souvent 100 mm de Hg
(Weinberger et al., 2002). Chez les enfants nés avant terme, la rétine n’est pas prête à
assumer la charge d’un stress oxydant (Oliver et Newsome, 1992), ce qui fait que plus de
27 % des enfants nés avant 2$ semaines développement une ROP persistante lorsqu’on
maintient des niveaux d’oxygène suffisant pour assurer une saturation physiologique en
02 de l’hémoglobine entre 8$-9$ ¾, alors que seulement 6 % vont développer la ROP si
elle est maintenue entre 70-90 % (Tin et al., 2001). Les enfants nés à terme ne
développent jamais les symptômes de la ROP et chez les enfants mis en incubateur à un
âge tardif, l’incidence de la maladie diminue considérablement (Gibson et al., 1990). Les
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adultes qui développent une rétinopathie diabétique, une maladie qui débute par une perte
des péricytes rétiniens et une phase vaso-oblitérative semblable à celle qui se produit dans
la ROP, le font généralement entre 10 et 15 ans après le diagnostic de la maladie
(Lonchampt et al., 2001). La maturation protège donc des effets toxiques de l’oxygène à
partir de la 36e semaine d’âge post-conception chez l’homme (Petersen et aÏ., 1994), de la
3e
semaine postnatale chez la souris (Smith et al., 1994) et du 10e jour postnatal chez le
rat (Benjamin et al., 1998).
Plusieurs modèles animaux sont utilisés pour induire la ROP. Parmi ceux-ci,
citons les modèles développés pour l’étude de la ROP chez le chaton, le chiot, la souris et
le raton. Les chatons ou les chiots à terme ont une vascularisation rétinienne qui
ressemble à celle d’un foetus humain de 28 semaines (Patz, 1957) et maturent jusqu’à 21
jours après la naissance (Ricci et al., 1990), mais ils présentent des différences qui en font
des modèles controversés (Kretzer et al., 1986) ils ne présentent pas de spindie ceils ou
d’espaces cystoïdes par lesquels passe la vascularisation pour atteindre la périphérie et les
capillaires rétiniens internes vont beaucoup plus profondément. Les expériences
effectuées pour les besoins de cette thèse ont été faites en utilisant le modèle de ratons
nouveau-nés exposés à 80 % d’oxygène. À la naissance, le rat nouveau-né a une
vascularisation rétinienne équivalant à celle d’un foetus humain de 24 à 26 semaines
(Ricci, 1990). Chez le rat comme chez l’humain, les vaisseaux rétiniens proviennent du
mésenchyme et forment deux couches de capillaires, une couche superficielle qui est
complètement formée vers Pli alors qu’une couche plus profonde se développe jusqu’à
P15 (Henkind et DeOliveira, 1967). Il a donc en commun avec l’humain et les primates,
le développement du réseau sanguin rétinien, impliquant des types cellulaires semblables,
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à partir de l’artère rétinienne centrale qui émerge du nerf optique, ce qui n’est pas te cas
avec le chat ou le porc par exemple (Yu et al., 1999). L’hyperoxie chez le rongeur
constitue un très bon modèle d’étude de rétinopathie ischémique, puisque c’est le modèle
le plus proche de la ROP humaine; de plus, il présente certains aspects cliniques de la
rétinopathie diabétique (Campochiaro, 2000).
La rétine représente un tissu particulièrement sensible au stress oxydant. Elle a un
taux de consommation d’oxygène très rapide, même en condition normoxique, propice à
la formation de ROS (Rodieck, 1973). Elle a le plus haut niveau d’acides gras
polyinsaturés (PUFA) de tous les tissus (Daemen, 1973). Les PUFA sont les substrats de
choix pour la peroxydation par les ROS et la lumière est un initiateur connu de la
formation de radicaux oxygénés (Delmelle, 1979). La prématurité vient compliquer la
situation, car la rétine immature n’est pas préparée à faire face à un stress oxydant d’une
grande importance. Plusieurs enzymes et antioxydants ne sont pas présents en quantité
suffisante pour réduire le stress (Smith et al., 1992; Behndig et al., 1998; Chen et al.,
1999) et les prématurés ne sont pas capables de réguler la synthèse de la SOD, la catalase
ou la gluthation peroxydase (GPx) à la hausse (Frank et Sosenko, 1991). Que cela soit
dans les tissus ou le sérum, les prématurés montrent des taux diminués de SOD, vitamine
E, r-carotène, GPx (frank et Sosenko, 1987b; Frank et Sosenko, 1987a; Sullivan et
Newton, 1988; Lindeman et al., 1989; McElroy et al., 1992) et une capacité réduite à
fabriquer du glutathion (Guertin et al., 1993). Les enfants prématurés naissent avec
seulement 10 % des niveaux de vitamine E retrouvés chez l’adulte (Nielsen et al., 198$).
Cette observation semble aussi s’appliquer aux modèles animaux puisqu’une
supplémentation en vitamine E chez le chaton et le rat réduit la sévérité de la ROP
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(Phelps et Rosenbaum, 1977; Penn et al., 1992). Par contre, chez le prématuré, la
vitamine E n’est pas la meilleure approche, car les moyens de l’administrer ne sont pas
adéquats. La rétine du prématuré n’est pas capable d’utiliser la vitamine E et autres
vitamines liposolubles en quantité suffisante, car une protéine essentielle, la
interphotoreceptor retinal binding protein n’est pas synthétisée avant la fin de la
gestation (Kingham, 1986; Nielsen et al., 1988). La sensibilité de la rétine à l’oxygène
dépend du stade de développement du tissu (Gu et al., 2002) et c’est donc l’âge
gestationnel qui importe (flynn et al., 1987; Palmer et al., 1991). Chez la souris, cette
période de sensibilité est de P7 à P9. Plus on s’éloigne de cette période, moins grands
sont les dommages lors d’une exposition à 75 % 02 (Gu et al., 2002). Chez le rat, cette
sensibilité est durant la première semaine de vie pour la vascularisation (Benjamin et al.,
1998), alors que c’est durant la 2e semaine de vie pour la rétine neurale (Dembinska et
al., 2001).
De façon systémique, tel que mesuré par analysateur de gaz du sang, lorsque le
raton inspire 80 % d’oxygène, la P02 passe de 90 mm de 11g à -495 mm de 11g, et le pH
et la PCO2 ne changent pas de façon significative (Yu et al., 1999). Dans le tissu rétinien,
les mesures prises par électrodes montrent des augmentations de deux à plus de trois fois
la P02 normale. Ainsi, au niveau de la couche superficielle de la rétine la P02 passe de 20
mm de Hg à —50 mm de 11g, alors que dans les couches les plus profondes la P02 passe
de 45 mm de 11g à plus de 175 mm de 11g et toutes ces valeurs sont doublées si on ajoute
5 % C02 (v/v) au mélange gaz gazeux (Yu et al., 1999; Yu et Cringle, 2001).
L’hyperoxie a un effet vasoconstricteur sur la vascularisation rétinienne et diminue le
débit sanguin rétinien (Riva et al., 1983). Chez l’humain, telle que mesurée par laser
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Dopler, la vasoconstriction a lieu 5 minutes après le début de l’inhalation d’oxygène
100% et ce, sans qu’il y ait mécanismes compensatoires ou adaptatifs (Kiss et al., 2002).
Durant cette vasoconstriction, l’apport en oxygène est fourni principalement par la
choroïde. Par contre, chez le nouveau-né, comme l’indiquent les mesures de cGMP et de
nitrites (N02) dans la choroïde, on remarque une activité augmentée des NOS durant la
période périnatale qui se traduit par une plus grande efficacité du NO à vasodilater la
vascularisation choroïdienne du nouveau-né contribuant au manque d’autorégulation de
la choroïde en hyperoxie (Hardy et aÏ., 1 996b). Ce phénomène participe à la pathogenèse
de la ROP et on remarque une corrélation directe entre la sévérité de la ROP et la période
d’exposition à l’oxygène (Ricci et Calogero, 198$). Par contre, Ricci (1988) a démontré
qu’une période aussi longue que 10 jours d’hyperoxie à 80% 02 jumelée à une pression
de 1,80 atm n’avait pas induit la ROP attendue (Ricci et Calogero, 198$). Il explique ce
phénomène par une légère vasoconstriction capable de réduire le débit sanguin choroïdien
et le transport de l’oxygène de la choroïde vers la rétine interne (Margolis et Brown,
1966; Herbstein et Murchiand, 1984). 11 semble donc qu’un certain degré de
vasoconstriction soit souhaitable, puisque des études viennent confirmer cette hypothèse.
L’hyperoxie cause une diminution de la concentration rétinienne de PGI2 (Stuart et al.,
1988) et une augmentation de la concentration rétinienne de TXA2 (Beauchamp et al.,
2001) et la balance PGI2/TXA2 est critique pour maintenir la régulation du tonus
vasculaire (Flower et al., 1984; Nielsen et Nyborg, 1990; Katusic, 1996). L’hyperoxie
cause une diminution de l’activité SOD (plus grand pour la Cu-Zn-SOD que la Mn
SOD), tel que démontré dans l’étude de la rétine de ratons et de chatons exposés à 80%
02 (Bougle et al., 1982; Niesman et al., 1997). De plus, chez le rat, une exposition à 60 %
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02 durant 14 jours produit une perte de 26 % de la vitamine E (Penn, 1990). Tous ces
phénomènes contribuent au développement de la première phase de la ROP, la vaso
oblitération.
La vaso-oblitération rétinienne est un phénomène unique au tissu rétinien
immature et n’est constatée nulle part ailleurs (Claxton et fruttiger, 2003). la vaso
oblitération a été décrite formellement pour la première fois dans les années 1950 par
Ashton et ses collègues (1953) (Ashton et al., 1953). Ils remarquaient une oblitération des
vaisseaux capillaires rétiniens d’animaux soumis à une forte concentration d’oxygène. le
phénomène était observable dans tous les modèles animaux dont le sujet présente une
vascularisation rétinienne immature à la naissance. On a d’abord cru que le phénomène
était dû à la diminution du débit sanguin imputable à la vasoconstriction secondaire en
réponse à l’hyperoxie pour ensuite se rendre à l’évidence que la vaso-oblitération résulte
des effets toxiques de l’oxygène (Ashton et Pedler, 1962; Penn, 1990) (Fig. 3, page 41).
En plus des effets toxiques sur la vascularisation, l’hyperoxie cause une atteinte de la
fonctionnalité de la rétine. Sur un tracé d’électrorétinogramme (ERG), l’hyperoxie
diminue l’amplitude de l’onde b, tant des bâtonnets que des cônes, sans toutefois affecter
l’onde a de façon significative (Penn et al., 1988; lachapelle et al., 1999; Dembinska et
al., 2001; Dembinska et aÏ., 2002). l’atteinte fonctionnelle de la rétine est associée à un
amincissement de la couche plexiforme externe et à une perte de cellules horizontales
(Lachapelle et al., 1999; Dembinska et al., 2001). Certaines évidences nous portent à
croire que la prévention de la vaso-oblitération préviendrait aussi la perte de
fonctionnalité de la rétine. Il devient donc doublement intéressant de comprendre les
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mécanismes qui régissent la vaso-oblitération rétinienne induite par une trop grande
concentration d’oxygène.
Ashton (Ashton, 1966) a décrit la vaso-oblitération comme étant une exagération
des processus normaux de vascularisation, de rétraction et de migration. Mais qu’en est-il
vraiment? D’abord, on remarque une oblitération des vaisseaux chez les animaux soumis
Figure 3. Rétives montées à plut et colorées à tADPase Rétrne de rat Osé de 9 ours élnvé ev nnrmoem 21% 01(u) et hyperove 180% O) (b) Notez lu disOarihon de la mevovasculature centrale
chez le sujet élevé dans un environnement hyperoxigue
à une forte concentration d’oxygène. Les capillaires se ferment après seulement six
heures à 80 ¾ de 02 et une dégénérescence plus tardive de la cellule endothéliale s’ensuit
(Ashton, 1963). Des changements sont perceptibles, tant au niveau nucléaire que
cytoplasmique. La dégénérescence endothéliale est accompagnée de pycnose et de
caryorrhexis laissant un squelette capillaire composé de fins morceaux de membrane
basale. Les vaisseaux de plus gros calibre ne sont pas affectés et dans le but de maintenir
la circulation, il y a apparition de shunts artérioveineux surtout en périphérie. Ces
phénomènes ont été observés chez des bébés de 7 mois de gestation, avant L’apparition
des péricytes intrarnuraux (Cogan et Kuwabara, 1963) excluant par le fait même toute
implication des péricytes dans l’apparition des shunts. Ces phénomènes se reproduisant
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chez le prématuré ressemblent tellement à ce qui est observé dans la RD qu’on se
demande alors si les mêmes mécanismes ne seraient pas à l’oeuvre.
Des études en microscopie électronique montrent que les dommages sont
exclusifs aux cellules endothéliales des vaisseaux immatures (Ashton et Pedier, 1962).
Ashton a fait des cultures d’explants rétiniens pour constater qu’ils étaient complètement
détruits après 30 heures d’exposition à l’oxygène pur. Il y voyait une rétraction, une
migration et une désintégration des cellules endothéliales (Ashton, 1966). Il fallait
néanmoins 1$ heures avant de pouvoir faire les premières observations et 24 heures pour
observer des dommages vraiment sévères, alors que pratiquement tout était détruit à 4$
heures. Il y aurait donc un point de non-retour, une étape d’activation après laquelle la
dégénérescence est irréversible (Allison, 1965).
Chez le raton, les conséquences d’une exposition à l’oxygène sont évidentes: 1)
retards de croissance à la périphérie de la rétine; 2) vaso-oblitération des vaisseaux
centraux (microvaisseaux et capillaires périartériels) et perte de densité vasculaire de
l’ordre de 40 %; 3) perte totale de la vascularisation profonde (Penn, 1990) (Fig. 3, page
41). Les péricytes, tout comme les astrocytes et les cellules de Mtiller, sont beaucoup
moins sensibles aux effets toxiques de l’oxygène (Ashton, 1963; Ashton, 1966;
Beauchamp et al., 2001; Gu et al., 2002), mais ils ont quand même un rôle à jouer dans
l’évolution de la vaso-oblitération (voir ci-dessous).
La vaso-oblitération observée lors de l’hyperoxie implique une régulation à la
baisse de VEGF tAlon et aÏ., 1995; Pierce et al., 1996) et de IGf-1 (Smith et al., 1997b),
une stimulation de 1’ apoptose dans les cellules endothéliales tAlon et aÏ., 1995), une
augmentation de l’expression de PEDF (Dawson et al., 1999) et de eNOS (Brooks et al.,
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2001; Beauchamp et al., 2004), ainsi que du placental growth factor (PIGF)-2 (Khaliq et
al., 1999). Stimulée par HIF en réponse à l’hypoxie, la cellule endothéliale produit du
VEGf (Shweiki et al., 1992). Le VEGf est un agent mitogène pour la cellule
endothéliale (Ferrara et Henzel, 1989; Keck et al., 1989). C’est un puissant facteur
angiogénique (Dvorak et al., 1995), il augmente la perméabilité et stimule la production
de collagénase (Unemori et al., 1992). L’arrêt soudain de croissance vers la périphérie de
la rétine est médié par l’inhibition du VEGf par l’hyperoxie (Stone et al., 1995) jumelée
à une régulation à la hausse de PEDf, un puissant facteur antiangiogénique (Dawson et
al., 1999). Alors que nous sommes certains du rôle du VEGF dans la prévention de
l’apoptose des cellules endothéliales (Alon et al., 1995), la contribution respective des
récepteurs VEGFR-l et VEGFR-2 trouvés dans la rétine est encore nébuleuse. Le
VEGFR-2 jouerait un rôle négligeable dans le développement normal de la
vascularisation rétinienne, alors qu’il jouerait un rôle très important dans la phase de
néovascularisation puisqu’un anticorps antiKDR n’affecte pas le développement normal,
mais prévient la ROP chez le chien (McLeod et al., 2002). Dans la même veine, VEGF,
en se liant à son récepteur VEGFR-2, prévient l’apoptose des cellules endothéliales en
culture (Gerber et al., 1998) et dans un modèle animal de ROP tAlon et al., 1995;
Upalakalin et al., 2002), alors que l’usage d’un agoniste spécifique pour le VEGfR-1, le
P1GF-1 peut prévenir de façon modeste la vaso-oblitération dans un modèle de souris
(Shih et al., 2003). Chez les rongeurs, dans la rétine ou ailleurs, seul P1GF-2 produit par
les ganglions rétiniens a été mis en évidence (DiPalma et al., 1996; Simpson et al., 1999);
il inhibe la prolifération endothéliale (Khaliq et al., 1999), mais son rôle exact demeure
peu connu. Peu importe le récepteur sur lequel il agit, VEGf est un facteur de survie
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nécessaire à la vascularisation immature tAlon et aï., 1995) grâce à un mécanisme
impliquant la stimulation de la voie P13-kinase/Akt kinase (Gu et al., 2003). Le VEGf est
un facteur important dans le phénomène de sensibilité des vaisseaux immatures, alors
qu’il l’est de façon plus modeste chez l’adulte. Même si les vaisseaux rétiniens adultes
sont plus résistants aux dommages causés par l’hyperoxie (Ashton, 1968; Patz, 1984), les
souris adultes montrent une perte de densité capillaire après trois semaines en hyperoxie
(Duhault et al., 199$; Yamada et al., 1999). La mort est apoptotique et est accompagnée
d’une chute d’ARNm de VEGf dans la rétine. Par contre, le VEGF ne jouerait pas un
rôle aussi important dans la rétine mature que dans la rétine immature puisque la rétine
mature peut survivre beaucoup plus longtemps sans VEGF et surtout reçoit des signaux
de survie cellulaire de la matrice extracellulaire. Enfin, les vaisseaux ne peuvent être
protégés par l’emploi de VEGF exogène (Yamada et al., 1999) indiquant que d’autres
facteurs sont en jeu. Au niveau du développement, le VEGf est impliqué dans le
processus normal de raréfaction capillaire se produisant autour des artérioles, un
phénomène remarqué par Michaelson et ses collègues (Michaelson et al., 1954) d’abord,
puis par Engerman et Meyer (Engerman et Meyer, 1965) et par Asthon (Ashton, 1970).
La P02 artérielle étant plus forte dans la périphérie immédiate des artérioles, la diffusion
de l’oxygène dans les tissus ne nécessite pas autant de capillaires que près du côté
veineux où la P02 est plus faible. Il y aurait donc une régulation à la baisse de VEGF et
une apoptose des capillaires superflus, et ce, surtout autour des artérioles et de la tête du
nerf optique (Alon et al., 1995; Claxton et Fmttiger, 2003). L’IGF-l, un autre facteur de
croissance, pourrait être impliqué dans le développement de la ROP (Hellstrom et al.,
200lb). La concentration d’IGF-l est proportionnelle au poids de naissance (Bennett et
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al., 1983; Giudice et aL, 1995) et à l’âge gestationnel (Lineham et al., 1986; Smith et al.,
19975). Provenant du placenta et du liquide amniotique, la concentration d’IGf-l n’est
pas maintenue aux niveaux in utero après la naissance (Smith et al., 19975) et pourrait
représenter un autre facteur déterminant la survie cellulaire. Un autre facteur de survie
qui semble important est la présence de péricytes rétiniens. Le VEGF, ainsi que
l’angiopoïétine/Tie 2 déjà impliquée dans la maturation et l’intégrité vasculaire, seraient
responsables du recrutement des péricytes (Sato et al., 1995; Suri et al., 1996; Benjamin
et al., 199$).
Deux théories ont cours sur l’origine des péricytes. Ils proviendraient d’une
différenciation in situ de précurseurs mésenchymateux par des facteurs solubles au
moment de l’émergence des cellules endothéliales (Nehls et al., 1992) ou encore de la
migration et de la dédifférenciation de cellules musculaires lisses artérielles (Nicosia et
Villaschi, 1995). Dans la rétine, ils ont un rôle d’inhibition de la croissance cellulaire
endothéliale par la sécrétion de YGf-J3 (Orlidge et D’Amore, 1987) et l’inhibition de la
migration (Sato et Rificin, 1989). Selon Benjamin et ses collègues (Benjamin et al.,
199$), les péricytes sont recrutés par les cellules endothéliales recouvrant d’abord les
branches primaires, secondaires puis tertiaires. Chez le rat, seules les artères majeures
sont recouvertes par les péricytes à P2. Pour les vaisseaux de plus petits calibres, les
péricytes sont absents durant la première semaine suivant la naissance chez le rat et
n’apparaissent que vers P10, ceci coïncidant avec la fin de la période de sensibilité de la
vascularisation rétinienne superficielle (Benjamin et al., 1998). Cette période serait
nécessaire pour évaluer les besoins d’approvisionnement en oxygène de la rétine et ainsi
éliminer les capillaires en trop (Benjamin et aï., 199$). En régulant à la baisse le VEGf,
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l’hyperoxie empêche de recruter les péricytes laissant les cellules endothéliales plus
sensibles aux effets de l’oxygène (Benjamin et al., 1998). Alors que le recrutement
dépend de VEGf, leur migration vers les capillaires dépend de PDGF-B (Lindahi et al.,
1997). Dans la RD, on observe une chute dramatique du nombre de péricytes (pericyte
drop out), juste avant la vaso-oblitération (Speiser et al., 1968). À très long terme (10 à
15 ans), les péricytes sont affectés par le stress oxydatif causé par une glycémie trop
élevée (Lonchampt et aÏ., 2001). Dans la RD, on a mis en évidence par essai TUNEL
(voir page 125), l’apoptose dans les capillaires rétiniens, des péricytes et des cellules
endothéliales (Kerr et al., 1994; Majno et Joris, 1995; Mizutani et al., 1996). Un signal
TUNEL positif très brillant, signe de nombreuses cassures double brins dans l’ADN,
confirme une mort qui se différencie de la fragmentation non spécifique qu’on pourrait
observer en fin de nécrose (Gold et al., 1994). Il semble donc que les péricytes protègent
la vascularisation contre les dommages causés par le stress oxydatif.
Les astrocytes sont importants dans le développement rétinien. Les précurseurs
des astrocytes migrent par le nerf optique vers la périphérie et leur étalement à partir du
disque optique est suivi de près par le développement de la vascularisation rétinienne
superficielle (Henkind et DeOliveira, 1967; Chan-Ling et al., 2004). Ils détectent les
faibles concentrations d’oxygène et produisent du VEGF (Ling et Stone, 1988; Stone et
al., 1995), en plus de servir de support à la vascularisation (Stone et Maslim, 1 997a).
Malgré des contradictions (Kourembanas et al., 1990; Kuwabara et aÏ., 1995; Cai et al.,
1996), plusieurs évidences montrent que la migration des astrocytes est influencée par le
PDGF-A (Bucher et al., 1996; Kramer et al., 1997) produit par les cellules ganglionnaires
(Mudhar et al., 1993; fruttiger et al., 1996; Reneker et Overbeek, 1996; Yamada et al.,
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2000). L’hyperoxie n’a pas d’effet cytotoxique sur les astrocytes (Beauchamp et al.,
2001; Gu et al., 2002) et n’affecte pas les niveaux de PDGF-A. Cependant, elle retarde
leur stellation et la production de VEGf (Zhang et Stone, 1997; Zhang et al., 1999).
L’hypoxie prolongée a aussi un effet sur les astrocytes qui dégénèrent, ce qui permettrait
à la croissance des cellules endothéliales de rattraper celle des astrocytes, laissant la
vascularisation rétinienne sans matrice lors du retour à la normoxie, favorisant ainsi un
développement anarchique de la vascularisation (Zhang et Stone, 1997).
Un type cellulaire rarement associé à la vaso-oblitération est la cellule de Mifiler.
Chez le chien, la vaso-oblitération est marquée par une perte de l’activité de la
glycoprotéine 5’ nucléotidase (5 ‘N) située dans certains domaines des cellules de Mtlller
(Braun et al., 1995). La 5 ‘N produit l’adénosine, un vasodilatateur capable de prévenir les
dommages tissulaires qui se produisent durant l’ischémie (Rudoiphi et aï., 1992b;
Rudolphi et al., 1992a; Sciotti et al., 1992; Sciotti et Van Wylen, 1993) et est régulée à la
hausse durant la phase ischémique (Roth et al., 1997). Dans la rétine, l’adénosine est
aussi un puissant vasodilatateur (Braunagel et al., 1988; Campochiaro et Sen, 1989;
Gidday et Park, 1993). Ce mécanisme d’inhibition servirait à favoriser une
vasoconstriction se voulant bénéfique en réduisant l’apport en 02 (Lutty et al., 2000).
Plusieurs chercheurs (Alon et al., 1995; Xu et aï., 1996; Beauchamp et al., 2001;
Guimaraes et aL, 2003) ont tenté d’expliquer le mécanisme par lequel l’hyperoxie
déclenche l’apoptose des cellules endothéliales rétiniennes et de démontrer quels sont les
mécanismes impliqués dans cette mort. Les travaux de Penn (Penn, 1990) ont démontré
dans le modèle de rétinopathie induite par l’oxygène chez le raton nouveau-né, ce qui
avait déjà été démontré dans un autre modèle (Bougie et al., 1982), à l’effet que le sujet
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soumis à une hyperoxie n’a pas les défenses adéquates pour soutenir les effets d’un stress
oxydant intense. Ce stress oxydatif est à l’origine de la formation de ROS et de la
peroxydation lipidique (Tripathi et Tripathi, 1984; Penn, 1990; Penn et al., 1997).
Habituellement, le 02 est transformé par les cytochromes oxydases des mitochondries en
deux molécules de F120 laissant une petite quantité de ROS comme sous-produits prise en
charge par les antioxydants cellulaires. Le surplus de 02 responsable d’une accumulation
de ROS, cause des dommages cellulaires. Parmi les dommages cellulaires attribués aux
ROS, on compte une attaque de l’ADN, de l’ARN et des membranes lipidiques (Cotran et
aÏ., 1994). Un seul radical peut déclencher une réaction en chaîne de peroxydation et
causer une oxydation de tous les PUFA dont regorge la rétine (Niesman et al., 1997). Le
premier intermédiaire formé à partir de la réduction de l’oxygène, à partir duquel sont
formés d’autres radicaux, est l’ion surperoxyde (02) qui peut à lui seul oxyder plus de
100 molécules lipidiques (Southom et Powis, 198$). Combiné au NO, O2” se transforme
en peroxynitrite (0N00), cytotoxique pour la cellule endothéliale (Beckman et al.,
1990). Les dommages causés par le ONOOE sont produits, entre autres, par la
modification de protéines contenant des tyrosines inhibant leur activité. Parmi celles-ci,
on remarque la Mn-SOD, la PKC et la c-SRC kinase. Le plasma 3-nitrotyrosine est un
marqueur stable de la modification des protéines par 0N00 et il est élevé chez les
enfants atteints de dyspiasie broncho-pulmonaire en corrélation avec la quantité de 02
inspirée (Banks et al., 1998). Le NO est produit de façon importante durant la période
périnatale (Hardy et al., 1 996b) et pourrait contribuer à la formation de ONOOE. Chez les
souris invalidées pour le gène eNOS (eNOSj ou traitées avec un inhibiteur de NOS et
soumises à une hyperoxie de 75 % 02 de P7 à P9, on remarque une protection plus que
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modeste contre la vaso-oblitération (Brooks et al., 2001). L’immunoréactivité à la
nitrotyrosine est détectée très tôt lors de la vaso-oblitération et est plus intense près des
vaisseaux rétiniens, alors que des souris adultes eNOS’ soumises à la même hyperoxie
ne montrent pas de marquage (Brooks et al., 2001).
Il semble bien que la mort induite par la formation de radicaux soit apoptotique
tAlon et aÏ., 1995; Brooks et aÏ., 2001). Le système fas-FasL représente un mécanisme
souvent activé lorsqu’il est question d’apoptose. Le récepteur fas (CD95/APO-1) est une
protéine transmembranaire de type I (extrémité C-terminale cytoplasmique) qui
appartient à la famille des récepteurs TNF/nerve growthfactor (Nagata et Golstein, 1995;
Walczak et Krammer, 2000) et FasL est une protéine transmembranaire de type II
(extrémité N-terminale cytoplasmique) qui appartient à la famille de TNF. La liaison de
fasL au récepteur fas déclenche une cascade intracellulaire activant les caspases et
induisant ainsi l’apoptose de la cellule (Suda et al., 1993). La mort par apoptose en
présence de TSP- 1 et de PEDF, deux puissants facteurs anti-angiogéniques se fait par la
voie Fas-FasL (Volpert et aÏ., 2002). Par contre, les souris qui ont une déficience en FasL
ne montrent pas moins de vaso-oblitération que le type sauvage lorsqu’elles sont
soumises à 75% d’02 de P7 à P12 (Davies et aÏ., 2003). Cette voie est donc exclue pour
expliquer la mort cellulaire.
En plus de confirmer les travaux de Brooks et ses collègues (Brooks et aÏ., 2001),
les résultats présentés dans cette thèse décriront de nouveaux rôles pour le NO, le TXA2,
et le PAF dans la vaso-oblitération rétinienne induite par l’oxygène (Chap. 3, 4 et 5).
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AGENTS VASOPRESSEURS DE LA VASCULARISATION RÉTINIENNE
L’oxygène et les radicaux libres
Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules dont la configuration
électronique est caractérisée par la présence d’un électron non pairé dans la dernière
orbitale. Ceci en fait un réactif plus ou moins instable selon les cas. La molécule
d’oxygène possède deux électrons non appariés situés dans ses deux orbitales externes,
une configuration qui facilite la production de formes actives oxygénées dont les
principales sont: l’anion superoxyde (02), le radical hydroxyle (0H), l’oxygène
singulet (021), le radical hydropéroxyle (H00’) et le radical peroxyle (L00, où
Llipide). Il faut ajouter à ceci une autre forme active de l’oxygène, plus stable que les
autres, mais très importante lors d’un stress oxydatif, le peroxyde d’hydrogène (H202).
Les radicaux libres peuvent modifier le tonus des muscles lisses vasculaires en agissant
directement sur les cellules musculaires lisses et aussi via des mécanismes indirects en
modifiant l’activité biologique des médiateurs vasoactifs.
Les radicaux libres et leurs métabolites affectent la régulation du débit sanguin et
affectent la résistance vasculaire, soit par une vasoconstriction, soit par une vasodilatation
(Koide et al., 1982; Rosenblum, 1983; Rubanyi et Vanhoutte, 1986; Wolin et al., 1987;
Hubel et aL, 1993; Walsh et al., 1993; Chemtob et al., 1995). Plusieurs évidences
montrent que les radicaux libres formés lors de l’hyperoxie participent de façon directe
ou indirecte à la vasoconstriction rétinienne médiée par l’hyperoxie (Jamieson et al.,
1986; Yusa et al., 1987). Les radicaux libres sont capables d’activer la phospholipase A2,
la COX et la IX synthase dans le tissu vasculaire (Schimke et al., 1992; Walsh et al.,
1993; Katusic, 1996; Wolin, 1996); H202 ainsi que d’autres peroxydes causent une
constriction artériolaire rétinienne dans une préparation ex vivo d’oeil de porcelet (Abran
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et aï., 1995a) et les radicaux libres participent à l’autorégulation des débits sanguins
rétiniens chez le porcelet (Hardy et al., 1994); une augmentation des produits de
peroxydation est détectable après 45 min d’hyperoxie (Hardy et aï., 1996b); cette
dernière mène à la production de 02 par l’activation de l’enzyme xanthine oxydase
(Rodeli et aÏ., 1987) qui est présente dans les cellules endothéliales rétiniennes (Fox et
aÏ., 1995). De plus, les O2 peuvent inactiver la synthèse de NO (Rubanyi et Vanhoutte,
1986; Katusic, 1996), importante pour le maintien d’un tonus vasodilatateur dans la rétine
de porcelet (Gidday et Zhu, 1995).
Les radicaux libres oxygénés ont plusieurs interactions avec les PGs. La
prostaglandine G/H synthase (PGHS) ou COX est ubiquitaire et une source majeure de
radicaux libres dans la rétine (Chemtob et aï., 1993; Chemtob et aï., 1995; Hanna et aï.,
1997). Les peroxydes et les radicaux libres stimulent la formation des PGs selon deux
mécanismes majeurs l’augmentation de la libération de l’acide arachidonique (Gurtner
et aï., 1983; Vane et al., 1990) et la stimulation de la COX (Hemler et aï., 1979; Kulmacz
et Lands, 1984). Le principal producteur de prostaglandines est la cellule endothéliale où
sa concentration est 20 fois plus élevée que dans les cellules musculaires lisses (Smith,
1986). Parmi les PGs formées, on retrouve le TXA2 (Tate et aï., 1984; Walsh et aÏ., 1993;
Abran et al., 1995a) et la PGI2 (Harlan et Callahan, 1984; Leffler et al., 1990; Schimke et
al., 1992; Abran et al., 1995b). La réponse vasomotrice résultante est probablement
déterminée par le ratio PGI2/TXA2. Les radicaux libres et les peroxydes stimulent la
libération de l’acide arachidonique (AA) en augmentant l’activité de la phospholipase A2
(Harlan et Callahan, 1984; Schimke et aÏ., 1992; Natarajan, 1995) par un mécanisme
encore peu caractérisé. Parmi les hypothèses, les peroxydes 1) augmenteraient la
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concentration de calcium (Ca2) intracellulaire qui activerait la cPLA2 très sensible à une
élévation de la concentration de Ca2 intracellulaire (Chakraborti et ai., 1989). 2)
favoriseraient la conversion de la PLA2 inactive en sa forme active (de Haas et aï., 196$),
3) causeraient une augmentation de l’activité de la calmoduline-Ca2 qui à son tour
stimule l’activation de la PLA2 (Chakraborti et al., 1989), 4) provoqueraient une
activation de la PKC ainsi qu’une activation des tyrosines kinases (Natarajan, 1995).
Finalement, une faible proportion de la libération de l’acide arachidonique peut être
secondaire à une activation de la PLC par les hydroperoxydes (Shasby et aï., 198$).
Au cours de la synthèse des PGs à partir du substrat AA, la COX-.1 a besoin d’être
activée par des peroxydes (Hemier et aï., 1979; Kulmacz et Lands, 1984; Williams et
DuBois, 1996). À son tour, le métabolisme de la COX-1 produit des peroxydes (Cook et
Lands, 1975) créant une boucle de rétroaction positive mise en évidence dans la
circulation rétinienne et choroïdienne chez le porcelet (Chemtob et al., 1995). Une autre
interaction importante entre les peroxydes et la synthèse de PGs est l’inhibition de la
synthèse de PGJ2 par les peroxydes (Weiss et al., 1979; Warso et Lands, 1983) pour ainsi
favoriser une synthèse préférentielle de TXA2. L’activation de la COX-2 est aussi régulée
par le stress oxydatif (Chinery et aï., 199$; Nakamura et Sakamoto, 2001) et mène à une
synthèse augmentée de PGs.
D’autres mécanismes sont également suggérés pour expliquer l’effet vasomoteur
des radicaux libres et des peroxydes. Certains ont proposé une activation directe de la
guanylyl cyclase (Hidaka et Asano, 1977; Mittal et Murad. 1977), via la formation de NO
ou par le métabolisme de F1202 par la catalase (Wolin et aÏ., 1989). Par contre, d’autres
études (Rubanyi et Vanhoutte. 1986; Huang et al., 199$) ont démontré que les radicaux
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libres peuvent inactiver le NO augmentant ainsi l’effet constricteur des radicaux libres.
L’activation des canaux potassiques sensibles à l’ATP a également été suggérée pour
expliquer la vasodilatation des artérioles cérébrales par le H2O2 et le ONOO (Wei et aï.,
1996).
Le monoxyde d’azote
Le NO est un important vasodilatateur formé par l’endothélium vasculaire, en
réponse à des stimuli chimiques libérés par les plaquettes (ATP/ADP, 5-HT) (Cocks et
Angus, 1983; Cohen et aÏ., 1983). Le NO peut être produit par l’endothélium dans le but
essentiel de réguler le débit sanguin (Ignarro et aÏ., 1987; Moncada et aÏ., 1989;
Vanhoutte, 1989; Furchgott, 1990; Vane et aÏ., 1990; Luscher, 1991) en réponse à des
médiateurs endocriniens et d’ autacoïdes (1’ acétylcholine, bradikinine, histamine,
noradrénaline, substance P et vasopressine) (Furchgott et Zawadzki, 1980; Cocks et
Angus, 1983; Katusic et al., 1984) et en réponse à des stimuli physiques de la paroi
vasculaire, tels que les forces de cisaillement (Pohl et al., 1986; Rubanyi et al., 1986;
Luscher et Vanhoutte, 1990; Vargas et aÏ., 1990; Hasséssian et aL, 1993). Il peut aussi
être produit en réponse à un facteur de croissance tel que le VEGF (van der Zee et al.,
1997).
Le NO est formé à partir de l’acide aminé L-arginine (Schmidt et aÏ., 1988;
Knowles et al.. 1989; Moncada et Palmer, 1991) par l’enzyme appelée NO synthase
(NOS) dont il existe trois isoformes. La NOS endothéliale (eNOS) et neuronale (nNOS)
sont constitutives, dépendantes d’une activation par le Ca2 et produisent de faibles
concentrations de NO, alors que la NOS inductible (iNOS) est indépendante du Ca2 et
produit de fortes concentrations de NO (Stuehr, 1999). Le NO est un radical libre et
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constitue l’un des seconds messagers les plus étudiés en raison de son implication dans
une foule de mécanismes physiologiques: agent vasodilatateur, prolifération des cellules
musculaires lisses, angiogenèse (Garg et Hassid, 1989; Moncada et Higgs, 1993;
Papapetropoulos et aL, 1997; Ziche et al., 1997; Murohara et al., 199$), messager
neuronal (Garthwaite et al., 198$; Gillespie et Sheng, 198$; Snyder, 1992), inhibition de
l’adhésion leucocytaire et agent bactéricide (Nathan et Hibbs, 1991; Moncada et Higgs,
1993).
Au niveau oculaire, le NO joue un rôle dans la réponse des photorécepteurs à la
lumière en modulant les canaux ioniques dépendants du voltage dans les photorécepteurs
(Kurenny et al., 1994). Au niveau de la circulation choroïdienne, le NO est en partie
responsable du défaut d’autorégulation en médiant une augmentation du débit sanguin,
malgré une hyperoxie contribuant ainsi au stress oxydatif. Plusieurs études (Sennlaub et
aÏ., 2001; Ando et al., 2002a; Ando et al., 2002b; Sennlaub et aÏ., 2002) ont démontré un
rôle du NO dans la néovascularisation rétinienne et prérétinienne dans un modèle animal
de ROP. Par contre, très peu d’études se sont attardées au rôle du NO dans la
susceptibilité de la vascularisation rétinienne en réponse au stress oxydatif (Brooks et al.,
2001). Essentiellement, dans un modèle de souris eNO$’ ou traitées avec un inhibiteur
pharmacologique de NOS, la vascularisation rétinienne est protégée contre la vaso
oblitération dans un mécanisme impliquant probablement les peroxynitrites et
l’accumulation de protéines nitrosylées (Brooks et al., 2001; Gu et al., 2003; Beauchamp
et al., 2004; Le monoxyde d’azote et les radicaux libres, page 94 et chap. 3).
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Les prostanoïdes
Les prostanoïdes (PGs, TXs et Iso-PGs) sont des autacoïdes qui exercent une très
grande variété d’actions physiologiques et physiopathologiques dans presque tous les
tissus des mammifères (Campbell, 1990; Smith et Mamett, 1991). Les prostanoïdes, qui
sont des vasodilatateurs et des vasoconstricteurs, ont vu leur participation aux réponses
hémodynamiques oculaires clairement démontrée (Chemtob et al., 1991; Yao et al.,
1991). Les PGs sont des médiateurs impliqués dans des désordres rétiniens comme la
néovascularisation observée dans la RD (Stjemschantz, 1984) et la ROP (Flower et aï.,
1984).
Les prostanoïdes (PGs et TX5) sont dérivés des PUFAs, soit de façon
enzymatique par l’hémoprotéine PGHS ou COX ($mith, 1989), soit de façon non
enzymatique (Iso-PGs) par la peroxydation de 1’AA libéré des membranes par les
radicaux libres (Monow et al., 1990; Morrow et aï., 1992a; Morrow et al., 1994). Les
lipides sont des constituants importants de la rétine. Ils représentent 20 % du poids sec de
la rétine. L’acide arachidonique (AA t acide gras insaturé 20 :4 w6) est nécessaire à la
biosynthèse des prostanoïdes. Toutefois, l’acide arachidonique peut être métabolisé dans
les tissus oculaires par plusieurs voies métaboliques, dont la cyclooxygénase, la
lipoxygénase et la voie de l’époxygénase. La rétine des mammifères contient une grande
quantité d’acide arachidonique métaboliquement active qui est estérifiée sous forme de
phosphoglycérides, particulièrement sous forme de phosphatidylcholine (PC), de
phophatidylinositol et de triglycérides (5 à 15 % des acides gras dans les phospholipides)
(Bazan, 1989). Dans la rétine, l’acide docosahexaénoïque (DHA) représente 25 % du
total des acides gras libres, soit environ trois fois plus que l’acide ararchidonique.
Toutefois, dans les microvaisseaux rétiniens, les quantités de Dl-lA et d’AA sont
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équivalentes, soit environ 10 % du total des acides gras (Lecomte et al., 1996). En
réponse à un stimulus approprié, l’AA est séparé des phosphoglycérides. Il y a au moins
deux voies par lesquelles 1’AA peut être mobilisé. Il y a la voie de la phospholipase A2
(PLA2) qui sépare principalement l’acide arachidonique de la phosphatidylcholine, et à
partir du phosphoinositol, par la voie de la phospholipase C (PLC) et des lipases
diacylglycérol et monoacylglycérol (Dennis et aÏ., 1991). Cependant, la voie de la PLA2
est préférée à celle de la PLC (Bettazzoli et aÏ., 1990; Dennis et al., 1991). L’AA est le
substrat de la COX qui synthétise PGH2 , le précurseur des PGs.
Il existe deux types d’isoformes de la COX, la COX-1 et la COX-2. La COX-1 est
exprimée de manière constitutive et la COX-2 de façon inductible (Fu et al., 1990;
Kujubu et al., 1991; O’Banion et al., 1991; Xie et al., 1991). La COX-2 joue un rôle
majeur dans la production de PGs inflammatoires (fu et aÏ., 1990; Masferrer et al., 1994).
Dans la rétine, chaque isoforme est responsable de 50 % de l’activité totale de la
cyclooxygénase (Peri et aÏ., 1995; Hanna et aÏ., 1997). L’activité enzymatique de ces
isoenzymes est augmentée pendant la période périnatale (Brannon et al., 1994; Peri et al.,
1995; Hanna et al., 1997). La PGE2 est la principale PG produite dans la rétine et a une
action vasoconstrictrice (Preud’homme et al., 1985; Bazan, 1989). La PGI2 est un
vasodilatateur dans tous les lits vasculaires et elle est produite par l’endothélium
vasculaire en réponse au flot pulsatile et à l’augmentation des forces de cisaillement. Ces
prostanoïdes ont des effets importants, fréquemment opposés, au niveau de la
reproduction et de la parturition, de l’agrégation plaquettaire, de l’inflammation, des
réactions immunitaires, de la sécrétion gastrique, du transport de l’eau et des ions, de la
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libération de neurotransmetteurs et du tonus des muscles lisses vasculaires et non
vasculaires (Halushka et al., 1989; Campbell, 1990).
Les prostanoïdes exercent leurs actions en se liant à des récepteurs spécifiques de
la membrane plasmique (Tab. I). Ces récepteurs sont membres de la superfamille des
récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés à la protéine G (Kennedy et aï.,
1982). Il s’agit des récepteurs DP pour la PGD2, des sous-types de récepteurs EP1, EP2,
EP3 et EP4 pour la PGE2, du récepteur FP pour PGF2Œ, du récepteur IP pour la PGI2 et le
récepteur TP pour le TXA2 (Narumiya et aÏ., 1999).
Tabieau I . Voies de signalisation des récepteurs prostanoïdes
Type Sous-type Isoforme Protéine G Second Messager
DP G., cAMP t
EP EP1 Unidentified Ca2
EP G cAMP t
EP4 G, cAMP t
EP EP G, cAMP j.
EP.1 G cAMP t
EP G cMvIP t
EP) G1, G., G,1 cAMP j, , cAMP t
PI response
FP G1 PI response
IP G4 G,1 cAMP t , PI response
TP TPce G,1, G PI response, cAMP t
TP[3 Gq, G1 PI response, cAMP j.
Une classe de prostanoïdes importante est celle des isoprostanes. En plus d’activer
la COX, les radicaux libres et les peroxydes peuvent oxyder l’AA pour produire les
isoprostanes (Morrow et Roberts, 1996; Roberts et Morrow, 1997). formés in situ sur les
phospholipides estérifiés, ils sont relâchés par la PLA2 (Morrow et aï., 1992a). Les iso
Les données ont été obtenues de différentes espèces. Les deux isoformes du
récepteur TP sont humains, les isoformes du récepteur EP3 sont bovins et les
autres sont murins. PI, phosphatidylinositol;Ca’ , calcium; cAMP adénosine
monophosphate cyclique.
t , augmentation; j, , diminution. (Adapté de Narumiya, 1999)
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PGs sont des produits stables et leur formation sert d’index de peroxydation dans nombre
de maladies ayant une composante de stress oxydant (Pratico et al., 1998; Morrow, 2000;
Pratico et al., 2004). Parmi les isoprostanes synthétisés, le 8-iso-PGf2a est abondamment
produit et est un puissant vasoconstricteur (Morrow et aÏ., 1990; Takahashi et al., 1992).
Son récepteur demeure à ce jour inconnu, mais le $-iso-PGf2Œ stimule la synthèse de
TXA2 et d’endothéline (mais préférentiellement TXA2) et cause un vasoconstriction
rétinienne (Lahaie et al., 1998) plus importante chez le nouveau-né que chez l’adulte
(Abran et al., 1995a).
L’implication des prostanoïdes dans le développement de la ROP et l’importance
d’agir lors de la première phase de la maladie (vaso-oblitération) ne font aucun doute.
Malgré tout, la divergence de résultats retrouvés dans la littérature porte à croire que,
selon la situation dans laquelle l’inhibition est faite, les PGs ont un rôle à jouer dans la
vascularisation tant normale que pathologique. Par exemple, l’emploi de bloqueurs non
spécifiques de COX durant la phase d’hyperoxie a montré des effets bénéfiques en
réduisant la vascularisation prérétinienne sans affecter le développement normal de la
vascularisation (Nandgaonkar et al., 1999; Sharma et al., 2003), alors que dans le même
modèle on peut noter une inhibition de l’angiogenèse affectant le développement normal
(Wilkinson-Berka et al., 2003). Dans une étude ciblant précisément la phase vaso
oblitérative, Flower (Flower, 1990) a mis en évidence une augmentation de la sévérité de
la vaso-oblitération par l’emploi d’AAS durant l’hyperoxie. De toute évidence,
l’inhibition non ciblée de toutes les PGs nuit à des processus physiologiques essentiels,
créant la nécessité de tenter une intervention plus ciblée afin d’identifier de façon précise
le ou les facteurs responsables de la vaso-oblitération rétinienne.
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L’endothéline et l’angiotensine
Il existe 3 formes d’endothéline, ET-1, ET-2 et ET-3. L’ET-l est celle qui
prédomine parmi les ETs sécrétées par l’endothélium, alors que ET-2 est produit
préférentiellement dins les reins et les intestins et ET-3, dans le cerveau, les poumons, les
intestins et les reins. L’action des ETs est généralement autocrine, voire paracrine et une
chose est certaine, elle ne parcourt pas de grandes distances. Chaque isoforme est issu
d’un gène différent et est synthétisé d’abord dans une forme prépropeptide, puis
propeptide et ensuite en peptide actif sous l’action de l’enzyme de conversion de
l’endothéline (Reid, 2001). L’ET-l est le vasoconstricteur endogène le plus puissant
connu et il est impliqué dans de nombreuses pathologies, dont l’insuffisance cardiaque,
les accidents vasculaires cérébraux et l’hypertension (Rubanyi et Polokoff, 1994;
Schmitz-Spanke et Schipke, 2000). L’ET-l peut agir sur 2 récepteurs: ET-lA qu’on
retrouve sur les muscles lisses et dont l’activation mène à une vasoconstriction soutenue,
ET-Ï31 sur les cellules endothéliales qui produit une vasodilatation via le NO et ET-132
sur le cardiomyocyte produit une contraction directe (Rubanyi et Polokoff, 1994). L’ET-l
a été identifié dans le tissu oculaire et des sites de liaison spécifiques ont été mis en
évidence dans la rétine et la choroïde (MacCumber et DAnna, 1994; Wollensak et al.,
199$). L’ET-l exogène est associé à une diminution du débit sanguin rétinien (Granstam
et al., 1992; Takagi et al., 1996a; Takagi et aï., 1996b).
L’Ang II est un vasoconstricteur important, quoique moins puissant que l’ET-l.
La synthèse de l’Ang II est faite à partir de l’angiotensinogène, dans une réaction qui,
dans un premier temps, est catalysée par la rénine pour d’abord donner l’Ang I puis, dans
un second temps, est catalysée par l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE) pour
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donner l’Ang II. Plus qu’un vasoconstricteur, l’Ang II est un facteur de croissance, il
stimule la prolifération des cellules endothéliales et musculaires lisses (Itoh et cii., 1993;
Le Noble et ciL, 1993; Tamarat et al., 2002), stimule la migration des péricytes (Otani et
aï., 199$; Nadal et aÏ., 2002) et l’hypertrophie des cellules musculaires lisses (Peiro et aï.,
199$). L’Ang II agit sur deux récepteurs nommés AT1 et AI2. La plupart des effets
vasculaires connus de Ang II sont ceux médiés par AT1. Le récepteur AT2 est moins
connu et plusieurs études (Nakajima et aÏ., 1995; Levy et aÏ., 1996; Munzenmaier et
Greene, 1996; Chung et al., 199$; Tebbs et al., 1999; Cao et al., 2000; Tamarat et al.,
2002) se contredisent quaIt à une activation tantôt favorisant la croissance cellulaire,
tantôt l’inhibant.
L’angiotensine et l’endothéline ont été impliquées dans la néovascularisation
prérétinienne dans un modèle de ROP (Lonchampt et ai., 2001) et dans les vasculopathies
diabétiques (Cooper et ai., 2001). L’Ang II augmente Ï’ARNm de VEGF (Chua et aï.,
199$) et potentialise l’activité angiogénique de VEGF en augmentant l’expression de
VEGFR-2 (Otani et al., 2001). L’ACE stimule aussi la production de ET-l et augmente la
concentration de Ca2 intracellulaire, pouvant causer une contraction encore plus
soutenue de Ang II. Par conséquent, les inhibiteurs de l’ACE diminuent la
néovascularisation rétinienne chez l’homme (Chaturvedi et aï., 1998) et supprime la
néovascularisation dans un modèle de souris (Lonchampt et al., 2001; Tadesse et aï.,
2001) en partie par une action médiée par ET-1 (Tadesse et aï., 2001).
Le facteur d’activation plaqueftaire
En plus du 8-iso-PGF2Œ, un autre puissant vasoconstricteur, le facteur d’activation
plaquettaire (PAF), peut induire une synthèse de TXA2 (Chung et aÏ., 1986; Beauchamp
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et aÏ., 2002). Le PAF est un phospholipide sécrété par la cellule endothéliale en réponse à
de nombreux stimuli, tels que Ang II (Camussi et al., 1983), les cytokines (Bussolino et
al., 1986; Camussi et al., 1987; Bussolino et al., 198$; Kuijpers et aÏ., 1991; Mizoguchi
et aL, 1991; Kuijpers et aÏ., 1992; Au et aÏ., 1994; Bussolino et al., 1994) et le peroxyde
(Lewis et al., 198$; Gasic et aÏ., 1991), en plus de contracter les cellules musculaires
lisses (Findlay et al., 1981; Kester et aÏ., 1984; StahÏ et Lefer, 1987). Le PAF peut de plus
stimuler la génération de radicaux libres dans une boucle de rétroaction positive (Chanez
et aÏ., 1990). La synthèse de PAF est donc augmentée en situation de stress oxydatif et
une section entière de cette thèse y sera consacrée puisqu’un nouveau rôle pour le PAF




Les phospholipases A2 (PLA2) représentent une super famille d’enzymes qui
catalysent l’hydrolyse d’un lien ester en position sn-2 (centrale) d’un substrat
phospholipidique, comme la phosphatidylcholine, la phosphatidyléthanolamine ou le
phosphatidylglycérol. Cette réaction relâche des acides gras libres et des lysophospholipides.
Parmi eux, 1’AA servira de substrat à des enzymes comme la COX et la lipoxygénase
(LOX) qui synthétiseront respectivement des prostanoïdes (PGs et du TX), et des
leucotriènes (LTs). Il existe plusieurs types de PLA2 dont la PLA2 cytosolique (cPLA2) qui
est caractérisée par son domaine catalytique sérine, aucun lien disulfure et une dépendance
vis-à-vis du Ca2.
La cPLA2 est exprimée dans tous les tissus et son gène contient des sites de liaison
pour AP-l, AP-2, NF-icB et GRE, suggérant une modulation importante lors de stress ou
d’inflammation. La cPLA2 possède deux domaines catalytiques intercalés essentiels à leur
liaison à la membrane lipidique et à la capture de Ca2 requise pour son activation. Une
activité maximale est observée lorsque la cPLA2 est phosphoiylée en deux endroits par les
sérines kinases rnitogen-activatedprotein kinases (MAPKs) et par MAPK-activatedprotein
kinases. Les cPLA2 hydrolysent préférentiellement la phosphatidylcholine ÇNalefski, 199$).
La cPLA2 est hautement sélective pour les phospholipides ayant un AA en position sn-2,
mais a aussi une activité sn-] lysophospholipase et transacylase qui libère entre autres le
lyso-PAF (Loo, 1997), précurseur du PAF aussi impliqué dans la réaction inflammatoire.
L’AA relâché par la cPLA2 subit ensuite l’action de la PG endoperoxyde H synthase
—l et —2 ayant une activité peroxydase (POX) et cyclooxygénase (COX). Brièvement, un
peroxyde encore inconnu oxyde le groupement hème de la peroxydase ce qui oxyde la COX
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sur un site actif tyrosine et l’active. Le radical tyrosine extrait un J{f de l’AA, formant à son
tour un radical qui réagit avec 2 molécules d’oxygène pour former un produit intermédiaire,
le PGG2. Le PGG2 est rapidement réduit (2 e) par la POX en PGH2, précurseurs de
plusieurs prostanoïdes dont le thromboxane A2 (TXA2) (Smith et Song, 2002). Plus
précisément, le TXA2 est synthétisé par la thrornboxane synthase (TXS), une enzyme
utilisant le PGH2 comme substrat. Un schéma récapitulatif de la synthèse des prostanoïdes
est présenté dans la figure 4.
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Figure 4. Synthèse des prostanoïdes (Narumiya, 1999).
La thromboxane synthase
La thromboxane synthase (TXS) est une enzyme microsomiale bifonctionnelle qui
catalyse la synthèse de TXA2 et de l’acide 12-hydoxyheptadécatrénoïque (HHT) . Bien que
le HHT ait une action antiplaquettaire minimale, on ne lui connaît pas vraiment de fonction
physiologique ou pathologique (Harnberg et Samueisson, 1974; John et aï., 199$). Par
contre, chez l’humain, une déficience en TXS dans les plaquettes (Weiss et Lages, 1977),
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tout comme c’est le cas pour une mutation du récepteur TP (Hirata et al., 1994), cause des
problèmes de coagulation. La TXS est une protéine de la membrane du RE (Hamberg et aï.,
1975; Needleman et aÏ., 1977) et fait partie de la superfamille des cytochromes P450. Elle
est exprimée dans les poumons, le foie, les reins, la rétine, les cellules du sang et les intestins
(Nusing et Ullrich, 1990; Abran et aÏ., 1 995a; Carty et aÏ., 2002). De plus, par la présence de
nombreux transcrits d’ARNm de TX$ retrouvés dans la rate, le thymus et les cellules
myéloïdes, le TXA2 a sûrement un rôle important à jouer dans le système immunitaire
(Zhang et al., 1993; Miyata et al., 1994; Shen et aÏ., 1994; Tone et al., 1994). Nous savons
déjà que le TXA2 cause l’apoptose par fragmentation de l’ADN des thymocytes immatures
par une interaction directe avec son récepteur TP (Ushikubi et aÏ., 1993). Le cDNA de TXS
a été isolé dans plusieurs espèces dont l’humain (Wang et al., 1991; Yokoyama et al., 1991;
Ohashi et al., 1992) et le rat (Tone et al., 1994) et a été cloné. Le gène TXS humain contient
13 exons et s’étend sur une distance continue de 193 kb sur l’ADN du chromosome 7
(Tazawa et aÏ., 1996).
La production de TXA2 est en partie contrôlée par une «inactivation suicide» de la
TXS durant laquelle son substrat, le PGH2 se lie de façon covalente à l’enzyme pour éviter
une surproduction du puissant autacoïde (Jones et Fitzpatrick, 1991). De plus, au niveau
génique, plusieurs mécanismes régulent la transcription du gène. Par l’épissage alternatif,
certains transcrits d’ARNm de TXS, auxquels il manque le 12e exon qui est responsable du
domaine de liaison à l’hème de l’enzyme, s’avèrent être non fonctionnels (Wang et al.,
1994). Parmi les facteurs de transcription, NF-E2 se lie au promoteur sur un site PPRS 1 et
est responsable de la transactivation du gène de TX$ (Zhang et aÏ., 1 997b; Ikeda et aï.,
2000). Le NF-E2 est un hétérodimère (p45/pl 8) ayant un motif leucine zzper (Andrews et
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al., 1993a; Andrews et al., 1993b; Chan et al., 1993; Igarashi et al., 1994). Il permet à la
machinerie de transcription de se lier au promoteur. La protéine p45 n’a pas d’activité
pouvant modifier la chromatine qui est essentielle pour l’altération des structures
nucléosomales et l’activation du promoteur de TXS et doit donc former un complexe avec
plusieurs protéines. La protéine p18 fait partie de ce complexe qui permet de lier la boîte
TATA et les éléments initiateurs qui sont essentiels pour la transcription (Yaekashiwa et
Wang, 2002). En plus du site PPRS1, le site de liaison AP-1 (jun) est crucial pour favoriser
l’activité des promoteurs de TXS (Lee et aÏ., 1996). Un fait intéressant est la modulation de
la transcription par la méthylation habituellement associée à une inhibition de la
transcription de gènes. Dans le cas de la TX$, une hypermétylation favorise l’expression de
TXS par la méthylation d’une région associée à un effet répressif sur l’expression d’un gène
rapporteur (Lee et aï., 1996).
Le thromboxane A2
Le TXA2 est abondamment produit durant un stress oxydant, et ce, par la formation
de ROS qui peroxydent les lipides de la membrane et activent la COX et la cPLA2
(Chemtob et aÏ., 1995; Cosentino et al., 1992). Les lipides oxydés représentent un substrat
de choix pour la cPLA2 qui est activée par l’augmentation de la concentration de Ca2
intracellulaire induite par le stress oxydant. En plus de rendre le précurseur de PGH2 plus
disponible, le stress oxydant inhibe de façon sélective la PGI2 synthase et favorise la
formation de TXÀ2 (Ham et aï.. 1979). Le PGI2 est souvent vu comme l’antagoniste
physiologique de TXA2 puisque qu’il médie des effets contraires à ceux du TXA2. Utilisant
des mécanismes similaires et profitant des conditions oxydantes, la synthèse d’autres
médiateurs lipidiques est augmentée, notamment celle du PAF et du 8-iso-PGf2a qui ont des
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effets connus sur la stimulation d’une synthèse de TXA2 (Monow et al., 1992b; Ishizuka et
al., 1994; Lahaie et aï., 1998; Beauchamp et aÏ., 2001; Beauchamp et aÏ., 2002) et ainsi,
contribuent aux effets du TXA7.
Le TXA2 est un dérivé d’acide gras insaturé à 20 carbones contenant un anneau
oxane qui le différencie des prostaglandines qui ont un anneau cyclopentane (Fig. 5). Malgré
leur nature lipidique, les PGs et le TXA2 ne peuvent pas traverser librement les membranes,
___________________
car ils se retrouvent majoritairement sous forme d’anions. Un
COOH
transporteur des prostaglandines (PGT) a été identifié et permet
TXA2 l’effiux des PGs hors de la cellule pour leur action biologique et
I Figure 5. Structure du thromboxane Au
leur influx pour leur inactivation ($chuster, 1998; Schuster, 2002).
Le mécanisme de transport serait indépendant de Na, C1 et H selon des études effectuées
sur une lignée de cellules épithéliales (HeLa) (Kanai et al., 1995), alors qu’il serait
dépendant de Na dans l’uvée antérieure et le plexus choroïdien (DiBenedetto et Bito, 1980;
DiBenedetto et Bito, 1986).
Le TXA2 a d’abord été purifié des plaquettes humaines en 1989 (Ushikubi et aï.,
1989), puis cloné en 1991 (Hirata et aï., 1991). C’est un prostanoïde ayant une très courte
tu2 in vivo (30 s) qui est rapidement métabolisé en TXB2, un métabolite stable qui peut
être facilement dosé (Catella et aÏ., 1986). Il a un rôle important à jouer dans la circulation
rénale en tant que médiateur de l’effet de l’Ang II, tant dans les conditions normales
(Wilcox et Welch, 1990; Wilcox et al., 1991) que pathologiques (Nasjletti, 1998). Ainsi,
l’Ang II via son récepteur AT1 stimule la relâche d’AA libre dans les cellules endothéliales
par une stimulation de la cPLA2 (Pueyo et aï., 1996) et une production de TXA2 produisant
de cette façon un effet contractile soutenu (Wilcox et Welch, 1990), alors qu’une contre-
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balance est assurée par les PGs relaxantes PGE2 et PGI2 (Arima et aï., 1994). Le TXA2 a
une action préférentielle sur certains lits vasculaires comme c’est le cas au niveau de la
circulation rénale sur l’artériole afférente et le glomérule (Loutzenhiser et aÏ., 1986; Baylis,
1987; Hayashi et al., 1997), une préférence qui se transpose au niveau de la maturité de la
vascularisation rétinienne avec une action préférentielle sur la vascularisation immature
(Abran et aï., 1995a).
C’est lors de circonstances pathologiques et inflammatoires que le TXA2 prend toute
son importance. Le TXA2 induit l’agrégation et le changement de morphologie des
plaquettes (Hamberg et al., 1975; Arita et al., 1989), l’activation des neutrophiles (Kitchen
et al., 1978); il augmente l’adhésion de ces derniers à la cellule endothéliale (Wiles et al.,
1991) et augmente la diapédèse (Doukas et al., 198$), il induit aussi la production de LTB4
(Goidman et al., 1991), module la fonction des lymphocytes T (Kelly et al., 1979) et cause
l’apoptose des thymocytes immatures (Ushikubi et al., 1993). Au niveau vasculaire, le
TXA2 est un puissant vasoconstricteur et un agent mitogénique; il cause une hypertrophie
des cellules musculaires lisses et joue un rôle important dans l’ischémie-reperfusion (Whittle
et al., 1981; Halushka et al., 1989; Morinelli et al., 1994; Abran et al., 1995a; Sachinidis et
al., 1995; Craven et al., 1996). Tels que dosés dans l’urine, on remarque des taux élevés de
TXB2, dans nombre de pathologies: maladies inflammatoires de l’intestin (Rampton et
Collins, 1993), pathologies rénales et cardiovasculaires (Ogletree, 1987) dont l’hypertension
dépendante de 1’Ang II, spasmes artériels coronariens et thromboses artérielles (Tada et
Kuzuya, 1985; Dai et al., 1992; Lin et al., 1994).
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Le récepteur TP
Description du récepteur TP
Le récepteur TP (Fig. 6) est un membre de la super famille des récepteurs à sept
domaines transmembranaires capables de lier une protéine G. Chez l’humain, il existe au
TXRx
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Figure 6. Structure du récepteur TXA2 humain. Les deux isoformes diffèrent par leur queue
oxy-terminal. Les résidus conservés dans la plupart des autres récepteurs aux prostanoïdes
en noir. La N-glycosylation sur les résidus asparagine 4 et 16 est indiquée par —CHO et un
pont disulfure entre la première et la seconde boucle extracellulaire est montré (Narumiya, 1999).
moins deux isoformes du récepteur TP résultant de l’épisssage alternatif du gène. Le TPŒ a
été identifié dans le placenta (Hirata et aÏ., 1991) et le TP sur les cellules endothéliales
(Raychowdhury et al., 1994). Il se retrouve sur plusieurs types cellulaires, dont les cellules
musculaires lisses et les plaquettes. Les plaquettes comportent les deux isoformes du
récepteur et les cellules endothéliales n’expriment que le TP (Negishi et al., 1995). Les
deux isoformes présentent une queue cytoplasmique différente et diffèrent dans leur
mécanisme et cinétique de désensibilisation et d’intemalisation (Gao et al., 2001). Autre






non sensible), TP peut aussi interagir avec une protéine alors que TPp interagit aussi
avec une protéine G, (PTX- sensible). Chez le rat, le récepteur TP présente 73 %
d’homologie avec le récepteur TP humain (Abe et al., 1995; D’Angelo et aï., 1996b) et
montre essentiellement des différences dans l’affinité des agonistes pour le récepteur
(DAngelo et aï., 1996b). Une souris knock-out pour le gène du récepteur TP a été
développée et présente une tendance à saigner, mais se montre plus résistante au choc
cardiovasculaire induit par le mimétique stable du TXA2, U466 19 et l’AA (Thomas et al.,
1998).
Liaison ligand-récepteur et outils pharmacologiques
La masse moléculaire du récepteur TP purifié des membranes de plaquettes
humaines est de 57 kDa, alors que sa structure primaire prédit une masse de 37 kDa, laissant
croire que le récepteur subirait des modifications post-traductionnelles comme la N
glycosylation (Hirata et al., 1991). Ainsi, un traitement à la N-glycanase ramène le poids
moléculaire à 37 kDa (Chiang et Tai, 1998). Cette modification semble être nécessaire à
la liaison du ligand au récepteur, puisque la déglycosylation abolit la liaison du ligand.
L’interaction du ligand avec le récepteur TP est encore mal connue, mais plusieurs
régions du récepteur à sept domaines transmembranaires seraient impliquées, autant les
domaines transmembranaires (TM) que les boucles extra-cellulaires (ED). Le TM7
interagirait avec le groupement carboxyle du ligand (Hirata et al., 1991; Narumiya et aï.,
1993), le TM3 coordonnerait l’anneau prostanoïde, les TM4 et TM5 interagiraient avec
les chaînes aikyles (Turek et al., 2002). En plus des TM, les ED 2 et 3 seraient impliqués
puisque des mutants provenant de récepteur TPŒ de placenta humain (Chiang et al., 1996)
et de récepteurs TPŒ et TP de plaquettes humaines (DAngelo et aï., 1996a) montrent
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l’importance des ponts disulfures entre les cystéines Cys’°5 et Cys’831184. Des mutations
sur ces sites éliminent toute activité de liaison.
Quelques ligands sont présentés dans la figure 7. Des essais compétitifs de liaison
sur des plaquettes humaines, donnent l’ordre de puissance suivant: I-BOP> SQ-29548>
STA2 > U-46619 avec des 1C50 respectifs de 2,2; 4,7; 17 et 62 nM. Les autres PGs ont très
peu d’affinités pour le récepteur TP sauf peut-être l’agoniste EP3, M&B-28767 avec un K
de 1300 nM. L’iso-PG, 8-iso-PGF2Œ active aussi le récepteur TP (Morrow et aï., 1992b). Le
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Fiqure 7. Structure du thromboxane et de quelques liqands du récepteur TP (Narumiya, 1 999).
profil physiologique similaire à TXA2 (Coleman et al., 1981). Afin d’empêcher l’activation
du récepteur, des inhibiteurs de TXS sont aussi utilisés notamment le CGS-12970 et CGS
22652. Le CGS-12970 est un puissant inhibiteur de TXS (1C50 12 nM) ayant l’avantage
d’avoir une longue t1,2 (12-25 heures), sans les effets antithrombocytopéniques du CGS
13080 (Ambler et aï., 1985). Quant au CGS-22652, c’est en plus un antagoniste du
récepteur TP (1C50: 2 nM en tant qu’antagoniste TP; 30 nIVI en tant qu’inhibiteur de la TXS)
(Bhagwat et aï., 1993), ce qui en fait un antagoniste aussi puissant que l’antagoniste
compétitif du TP, L-670,596 avec une 1C50 de 5,5 nM (Ford-Hutchinson et aÏ., 1989).
D’autres molécules ont une certaine spécificité pour le récepteur TP, entre autres, le losartan,
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un antagoniste du récepteur AT1 et son métabolite, EXP3 174 (Liu et aï., 1992; Bertolino et
al., 1994; Li et al., 1 997b; Guerra-Cuesta et al., 1999). Leur interaction avec le récepteur TP
pourrait expliquer une partie de leur efficacité dans leur capacité à abaisser la pression
sanguine, puisque losartan et EXP3174 inhibent la contraction vasculaire et l’agrégation
plaquettaire induite par le U-46619 chez le rat spontanément hypertendu (SHR) (Li et al.,
1998b).
Régulation du récepteur TP
Désensibilisation et internalisation du récepteur TP
La désensibilisation du récepteur TP peut être homologue ou hétérologue. Chez
l’humain, le TP est désensibilisé de façon homologue par une augmentation de la
concentration du ligand, alors que c’est le contraire dans le cas du TP qui est régulé à la
hausse (Dom et al., 1990; Liel et al., 1993) par une stimulation prolongée et une
augmentation du TXA2 circulant (Fitzgerald et aÏ., 1986; Meagher et fitzGerald, 1993). La
désensibilisation du TP serait régulée par la PKC, dont l’activation dépend de DAG et
d’une augmentation de la concentration de Ca2 intracellulaire, et par la PKA, en
phosphoiylant des résidus sérine et thréonine dans la queue C-terminale, ce qui mettrait fin à
l’activation du récepteur et à la mobilisation du Ca2 intracellulaire (Kinsella et al., 1994).
La régulation du TP par la PKC expliquerait sa désensibilisation hétérologue par le PAF qui
active aussi la PKC (Dom et Davis, 1992). Le mécanisme exact demeure inconnu, mais la
PKC pourrait venir phosphoryler une protéine G pour venir mettre fm à la transduction du
signal et un candidat possible serait G propre au TP et phosphorylé par la PKC (Crouch et
Lapetina, 1988). Un autre mécanisme de désensibilisation hétérologue est celui qui
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s’effectue via un cross-talk avec le récepteur IP activé par son ligand PGJ2 (Manganello et
al., 1999) et qui provoque une augmentation de la production de cAMP entraînant la
désensibilisation du TP (Muffay et al., 1990). De plus, la délétion des sites de
phosphorylation dans la queue C-terminale du récepteur TP inhibe la désensibilisation
(Spumey, 1992). Finalement, la palmitoylation ne semble pas jouer de rôle majeur dans la
désensibilisation du TP, car la séquence consensus nécessaire pour cette modification n’est
pas trouvée dans l’extrémité distale du 7e TM (Narumiya et al., 1999). La désensibilisation
du récepteur est transitoire et la sensibilité à l’agoniste revient à la suite de l’enlèvement de
l’agoniste (Spumey et al., 1994). Dans un mécanisme dépendant du Ca2, les protéines
phosphatases (PP)-1 et PP2A du cytosol participent à la resensibilisation du récepteur
($pumey, 2001).
Seul le TP et non le TPŒ est intemalisé à la suite d’une stimulation par l’agoniste
dans un mécanisme impliquant la dynamine, une G-coupled receptor kinase (GRK) et
l’anestine, suggérant ainsi la formation de puits recouverts de molécules de clathrines
(Parent et al., 1999).
Régulation génique du récepteur T?
Le gène du récepteur TP ne possède pas les motifs conventionnels, tels que la boîte
TATA et TATA-like ou deux boîtes CCAAT. Les éléments régulateurs de la région du
promoteur incluent un site de liaison à Sp-1, des séquences consensus AP-2, un élément de
réponse à l’ester de phorbol (TRE), un acute-phase reactant reguÏatoiy element (APRRE),
un motif de liaison c-myc et un élément de réponse aux glucocorticoïdes (GRE) (Nusing et
aÏ., 1993). Il est important de mentionner que la protéine AP-2, tout comme AP-1 (jun), est
induite par la PKC. Dans les cellules musculaires lisses, le peroxisome prohferator
-7-,I-)
activated receptor (PPAR)y et ses ligands peuvent inhiber l’expression de 1’ARNm du
récepteur TP en liant 5p-i qui ne peut plus lier le site du promoteur (Sugawara et al., 2002).
Dans les macrophages, le PPARy peut aussi lier le NF-E2-related factor et supprimer la
transcription du gène TX$ (Ikeda et aÏ., 2000).
Activation du récepteur TP et signalisation
Le récepteur TP fait partie de la superfamille des récepteurs à sept domaines
transmembranaires capables par le biais d’une protéine G, les plus communes étant G, G,
Gq et G0, d’activer ou d’inhiber une protéine/enzyme effectrice. Les protéines G sont
hétérotrimériques et composées des sous-unités c43y. Elles peuvent lier le nucléotide
guanosine et possèdent une activité guanosine-triphosphate (GTP)ase. C’est la sous-unité QL
qui confère à la protéine G son identité. Lorsque le récepteur n’est pas stimulé, les trois
sous-unités sont liées entre elles en plus de la sous-unité Œ qui est liée à la guanosine
diphosphate (GDP). Suivant une stimulation du récepteur, celui-ci change de conformation
donnant lieu à la phosphorylation de la GDP en GTP. La sous-unité a se dissocie alors des
sous-unités f3y, laissant les deux complexes libres d’interagir avec leur protéine effectrice qui
produira un ou des seconds messagers. L’activité GTPase intrinsèque de la sous-unité UL
permet d’hydrolyser GTP en GDP et de reformer le complexe, ce qui met fm au signal de
transduction.
La liaison du ligand au récepteur TP déclenche une cascade de signalisation
classique impliquant une protéine GŒq/GŒ11. Suite à la liaison du ligand au récepteur, la
sous-unité Ga se dissocie de son complexe pour s’associer et activer la phospholipase C
(PLC) ancrée à la membrane qui hydrolyse les phosphoinositides de la membrane en deux
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seconds messagers importants: 1P3 qui est relâché dans le cytosol et DAG dans la
membrane plasmique. Le 1P3 stimule la mobilisation du Ca2 intracellulaire en favorisant
l’ouverture d’un pore sur la membrane du RE. Spécifiquement, la relâche de Ca2 interne
peut être aussi faible que 0,1 iM, mais peut aller jusqu’à 10 tM (Voet et aL, 1998). Quant à
la DAG, elle active la protéine kinase C (PKC) (Brass et aL, 1987; Shenker et al., 1991).
Chez l’humain, il a aussi été démontré, sans faire l’unanimité, que le récepteur TP pouvait
aussi lier une protéine G (TP) ou une G (TP) et moduler l’adénylyl cyclase à la hausse ou
à la baisse respectivement (Shenker et al., 1991; Offermaims et aÏ., 1994; Ushikubi et al.,
1994; Allan et al., 1996). Il a aussi été rapporté que le récepteur pourrait aussi se lier à une
protéine G12/G13 (Offermanns et aÏ., 1994; Allan et al., 1996), à G6 (van der Vuurst et aï.,
1997) et récemment une Gh (Vezza et al., 1999).
Les effets de l’activation de récepteur TP sont divers. Sur les muscles lisses
vasculaires, le TXA2 ou son mimétique U-46619 active les canaux Ca2 liés au voltage de
type L pour l’entrée de Ca2 extracellulaire (Tosun et aï., 1998) et inhibe les canaux
potassiques de type Kca (Scornik et Toro, 1992), une inhibition transitoire qui est renversée
par la mobilisation du Ca2 intracellulaire. De plus, dans les cellules musculaires lisses
humaines, porcines, murines et bovines, le U-46619 active les extracelÏuÏar signaÏ-regulated
kinases (ERK), des mitogen-activated prote in kinases (MÀPK) importantes pour la
transduction intracellulaire de signaux de migration, prolifération et survie cellulaire
(Morinelli et aï., 1994; Jones et al., 1995; Grosser et aï., 1997; Miggin et Kinsella, 2001).
Lorsqu’activée par la DAG, la PKC viendrait activer ERK par une interaction directe entre
les protéines kinase c-Raf et Ras (Hagemarm et Rapp, 1999). Le processus serait régulé par
les niveaux de cAMP intracellulaires et l’activation de la PKA viendrait inhiber c-Raf
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(Hagemann et Rapp, 1999). Par contre, des conflits existent quant au rôle de la PKA qui
peut selon le cas inhiber l’activation des MAPK ou la stimuler (Miggin et Kinsella, 2002).
On remarque aussi des différences au niveau de l’activation de la voie PKB/Akt par P13-K,
considérée comme une voie de survie antiapoptotique (Datta et al., 1999). Miggin et
Kinsella (Miggin et Kinsella, 2002) montrent dans une lignée cellulaire HEK293 (human
embrionic kidney) que le TXA2 stimule la P13-K qui médie l’activation de la PKB, alors que
Gao (2000) montre que l’activation du récepteur TP avec I-BOP inhibe l’activation de la
PKB dans une lignée cellulaire ECV3O4 (human blader cancer celiline) (Gao et al., 2001).
Récemment, Ashton et ses collègues (Ashton et al., 1999) ont démontré que
l’agoniste du récepteur TP, I-BOP inhibe, en fonction de la dose et du temps, la formation de
réseaux vasculaires (1C50 25 nM) par les cellules endothéliales et la migration cellulaire
tIC50 50 nIVI) dans un modèle in vitro. Ces effets contrastent avec les effets connus du TXA2
sur la survie cellulaire et les résultats de Miggin et Kinsella (2002). L’inhibition de
l’angiogenèse peut-être due à l’inhibition des jonctions communicantes (GAP) par un
mécanisme dépendant d’une accumulation de cAMP qui, par l’activation de kinases et la
phosphorylation de protéines, rend impossible les communications j onctionnelles (Shirinsky
et al., 1988; Saez et al., 1993; Wang et Rose, 1997). Dans un modèle de retard de croissance
utérine induit par un mimétique du TXA2 chez le rat, on remarque une inhibition de la
migration des neurones peut-être à cause d’une expression anormale de la protéine
d’adhésion N-CAM, impliquée dans la migration (Sasaki et al., 2000). Par contre, le TXA2
n’affecte pas directement l’expression des intégrines de surface Œv133 et ŒvP5. Mais
l’inhibition de la migration cellulaire endothéliale peut être un phénomène indépendant
d’une altération des intégrines ou du cytosquelette, en particulier l’inhibition de la migration
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causée par une altération des jonctions communicantes qui est indépendante de changements
du cytosquelette (Pepper et al., 1989). Ces phénomènes d’inhibition ont été tout récemment
explorés davantage par Ashton et ses collègues (2004). Ils montrent que I-BOP (100 nM),
sur le récepteur TP endothélial humain (HUVEC), est un puissant antagoniste de la
migration et de la différenciation (1C50 30 nM) induites par le VEGF. Le I-BOP inhibe la
relâche du NO stimulée par le VEGf par une baisse de l’activation de Akt, eNOS (Ashton et
Ware, 2004). En plus d’interférer avec le VEGF, l’activation du récepteur TP sur la cellule
endothéliale empêche 1’ internalisation d’un autre récepteur, le récepteur FGf Ï (FGFR- Ï),
ce qui empêche la migration (in vitro) et l’angiogenèse (in vivo) induite par le FGF-2.
L’activation du récepteur TP mène aussi à une relâche de TSP-1 qui interagit avec ŒvF33 et
forment un complexe avec le FGFR-1 empêchant son intemalisation (Ashton et aÏ., 2004).
Lors du développement utérin, le TXA2 empêche la différenciation du trophoblaste qui
constituera plus tard le feuillet supérieur du placenta et les villosités placentaires.
L’inhibition de la synthèse de TXA2 ou l’emploi d’un antagoniste du TP facilite la
différenciation hormonale du trophoblaste (Yusuf et al., 2001).
Enfin, l’activation du récepteur TP peut moduler directement la transcription de
l’ARNm de plusieurs molécules d’adhésion, tel que mesuré dans les HUVEC, notamment la
transcription des molécules d’adhésion intercellulaire (ICAM)-l, des molécules d’adhésion
vasculaire (VCAM)- 1 et les molécules d’ adhésion leucocytaire endothéliales (ELAM)- 1.
Les ICAM- 1 et ECAM- 1 seraient exprimés davantage par une activité de liaison augmentée
des facteurs de transcription Nf-xB et AP- 1 activés par une phosphorylation dépendante de
PKC, alors que VCAM-1 serait liée à l’activité de NF-iB seulement (Ishizuka et al., 1998).
Ces effets peuvent être reproduits avec le PAF et peuvent être complètement bloqués par le
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SQ-29,548, un antagoniste du TP ou par un inhibiteur de PKC (Ishizuka et al., 1998). Par
contre, le TXA2 ne peut pas réguler à la hausse l’expression des molécules d’adhésion dans
tous les types cellulaires. Dans les cellules mésengiales de rat, le TXA2 ou son agoniste,
stimule la formation de TGf (Studer et al., 1995) et dans les poumons, stimule la synthèse
de NO (Wilson et al., 1997), deux facteurs qui inhibent l’expression de molécules
d’adhésion (Gamble et aÏ., 1993; Takahashi et al., 1996).
En résumé, plusieurs évidences démontrent un rôle potentiellement important du
TXA2 lors d’un stress oxydant. Dans ce contexte, il est produit abondamment et, par son
action sur la mobilisation du Ca2, il participe à l’activation de COX et cPLA2 (Chemtob et
al., 1995; Cosentino et al., 199$). Cette dernière procure le substrat nécessaire à la COX qui
produit le précurseur du TXA2 ce qui augmente la production du prostanoïde (Ram et al.,
1979). L’activation de la COX participe directement à l’oxydation en générant des ROS
(Chemtob et al., 1995). Ces conditions sont rencontrées dans le modèle du rat nouveau-né
soumis à l’oxygène où, malgré une agrégation plaquettaire absente dans la première phase
de la ROP, il y a une forte concentration de TXA2 dans la rétine de l’animal exposé
(Beauchamp et aÏ., 2001). Ceci suggère un rôle important joué par le TXA2 dans la ROP,
d’autant plus que le TXA2 semble avoir une action préférentielle sur la vascularisation
rétinienne immature (Abran et al., 1995a), si on la compare à l’adulte.
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LE FACTEUR D’ACTIVATION PLAQUETTAIRE
Généralités
Le PAF est un puissant médiateur pro-inflammatoire. Il a d’abord été mis en
évidence en tant que médiateur de l’anaphylaxie chez le lapin (Barbaro et Zvaifler, 1966;
Braquet et al., 1987). Il a été précisément identifié par Benveniste et ses collègues en
1972 qui ont démontré qu’il était relâché par les basophiles selon un mécanisme
dépendant de IgE (Benveniste et aÏ., 1972). Ce n’est pas avant 1982 que sa structure
chimique a été connue et caractérisée comme étant une substance dont la synthèse peut
être modulée par les PLA2 (Benveniste et al., 1982). Dès la fin des années 1980, des
lipides synthétiques ont été créés pour mimer le comportement du PAF, une molécule à
16 carbones (Fig.8).
Le récepteur PAF (PAFR) a été cloné par Honda et ses collègues (Honda et aï.,
1991) et appartient à la superfamille des récepteurs à sept domaines transmembranaires
couplés à une protéine G. Le PAFR est exprimé partout et le PAF possède des sites de
liaison, tant sur la membrane plasmique cellulaire que sur l’enveloppe nucléaire
(Marrache et al., 2002).
Le PAF comporte un squelette glycérol lié à une chaîne alkyle d’une longueur
variable en position sn- 1, un groupe acétyle sn-2 et un groupement phosphocholine en sn
3. Le nombre de carbones peut varier, mais se
o
situe habituellement entre Ci2 et C18. Les CH3-—O—CH +
CH2—O- P-O—CH2-CH2-N(CH
réactions de peroxydation incontrôlées
FIgure 8. Structure du facteur d’activation plaquettaire: 1-aikyl-
donnent différents types de PAF, mais 2-acétyl-sn-qlycéro-3-phosphocholine.
certaines caractéristiques sont nécessaires pour que le PAF puisse être actif
biologiquement. Premièrement, le lien en sn- 1, un lien ester (-COQ-R) ou éther (-CO-R)
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lui donne son nom acyle ou aikyle respectivement. Ces deux formes sont les plus
abondantes, et l’alkyle, la forme la plus puissante. La disponibilité des phospholipides
aikyles est grande, particulièrement dans les neutrophiles (Ramesha et Pickett, 1927) et
les cellules endothéliales (Murphy et al., 1992) où la phosphatidylcholine de type alkyle
peut atteindre jusqu’à 40 % des réserves membranaires. De plus, la forme acyle subit un
catabolisme préférentiel (van den Bosch et aÏ., 1991) et l’enzyme acétyltransférase qui
synthétise le PAF génère préférentiellement des espèces alkyles dans les cellules
endothéliales humaines (Holland et al., 1992). Deuxièmement, l’acétate présent en sn-2
confère au PAF son activité biologique en affectant sa demi-vie (t 1/2) et sa puissance
(EC50). Le méthylcarbamate PAF (C-PAF) devient très stable et résistant au métabolisme
(O’Flaherty et al., 1987) quand un groupement imino (—NH) est ajouté à l’acétate. Ce
changement n’affecte pas l’activité de PAF et en fait un outil pharmacologique efficace
(O’Flaherty et al., 1987). Par contre, le lyso-PAF, le précurseur immédiat du PAF est
déacétylé en sn-2 et biologiquement inactif. Enfin, des changements en sn-3 affecteront
l’activité du PAF. En remplaçant l’amine quaternaire par différents dérivés cycliques, on
augmente l’activité du PAF (Coeffier et al., 1986). La distance entre la tête polaire
positive et le groupement phosphoryle est aussi critique et une augmentation de la
distance se traduira par une perte d’activité qui a permis le développement d’antagonistes
efficaces (Wissner et aÏ., 1985).
Synthèse du facteur d’activation plaquettaire
Tout comme le TXA2, le PAF a une t112 très courte et n’est donc pas emmagasiné;
sa synthèse est très régulée en réponse à des stimuli spécifiques. Plusieurs cellules
synthétisent du PAF dont les cellules endothéliales de tous les lits vasculaires (Whatley et
80
ai, 1988; Bussolino et Camussi, 1995), les leucocytes (Lynch et Henson, 1986), les
plaquettes, les poumons (Christie et Henderson, 2002) et le cerveau (Baker, 1995) selon
deux voies de synthèse métabolique la voie de novo et la voie du remodelage.
La voie de novo est la voie utilisée pour
maintenir des niveaux physiologiques de PAF sans De Nove
CO-CIi2R
qu’il n’y ait de stimulation précise (fig 9). La voie de
Alkyglyueuphosphalo
novo synhtétise des phospholipides en trois étapes
d’abord le 1-alkyl-2-lyso-sn-glycéro-3-phosphate, un
intermédiaire lipidique qui est acétylé par l’enzyme
alkylglycérophosphatase acétyltransférase en 1 -alkyl
ChoflnphauphÔ.
2-acétyl-sn-glycérophosphate; ensuite, il est tranuferasa 9
transformé en précurseur du PAF soit le 1-alkyl-2- H2C.p.choline1
Figure 9. Voie de synthèse de nova du PAF
(Montrucchio, 2000).
acétyl-sn-glycérol par une phosphohydrolase;
finalement, la cholinephosphotransférase transforme le précurseur en 1 -alkyl-2-acétyl-sn-
3-phosphocholine qui est le PAF physiologiquement actif (Montrucchio et al., 2000).
Remodelage La voie du remodelage implique une synthèse
du PAF en deux étapes dépendantes du Ca2 et de
l’activation de la cPLA2 (Fig. 10). L’activation de la
cPLA2 par le Ca2 catalyse l’hydrolyse en position sn
ecosorrjs
1 2 de l-aklyl-2-archidonyl-glycéro-phosphocholine
H,C-O-CH, Cl-!fl
OH-cH




.(lyso-PAF), le precurseur du PAF, mais aussi des
ll,CC.O.CH
L.hollna acides gras libres et de l’acide arachidonique
Figure 1g. Synihese du PAF par la voie du remodelage
tMoniwcchlo, 2COOl.
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(Montrucchio et al., 2000). Le lyso-PAF est ensuite acétylé par une enzyme spécifique
utilisant le coenzyme A, la lyso-PAF acétyltransférase, pour donner le PAF
biologiquement actif. L’activation de cPLA2 est essentielle pour la synthèse du PAF par
la voie de remodelage puisqu’une souris knock-out pour le gène cPLA2 est incapable de
générer du lyso-PAF (Shindou et al., 2000).
Production de lipides apparentés à FAF tors de stress oxydant
Tout comme le $-iso-PGf2 lors d’un stress oxydant, des phospholipides
apparentés au PAF sont produits de façon non enzymatique par fragmentation des
PUFAs, puisque des résidus lipidiques acyles se trouvant en position sn-1 du squelette
glycérol sont des cibles de choix lors de la peroxydation des membranes. Ces
phospholipides oxydés, dont la structure s’apparente à celle du PAF, sont d’efficaces
ligands et agonistes du PAFR (Mclntyre et al., 1999).
Régulations de PAF acétyÏtransférase et FAF acétyÏhydrolase
La lyso-PAF acétyltransférase est une enzyme liée à la membrane (Snyder, 1995)
et est retrouvée dans une variété de tissus où sa plus grande activité a été détectée dans la
rate, les poumons, le thymus et les ganglions lymphatiques (Baker, 2000). En plus de la
disponibilité du substrat, l’activité de la transférase est régulée par une phosphorylation
médiée par la protéine kinase p38 (Nixon et at., 1999). Elle a une préférence pour le 1-
alkyl-PAF versus 1-acyl-PAF (Holland et at., 1992; Snyder et al., 1992).
Le PAF est dégradé par la PAF acétylhydrolase (PAF-AH), une enzyme
cytosolique (Prescott et al., 2000). La PAF-AH est une PLA2, mais représente une famille
de PLA2 distincte indépendante du Ca2. La PAF-AH n’est ni secrétée, ni apparentée à la
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cPLA2. Elle hydrolyse le groupement acétyle en position sn-2 pour donner le lyso-PAF et
l’acétate. Le lyso-PAF peut ensuite être réacétylé ou hydrolysé par la phospholipase D en
acide phosphatidique. La PAF-AH est hautement spécifique pour les courtes chaînes
acyle en position sn-2 et ne semble pas être étroitement régulée.
Le récepteur PAF
Le PAF active son récepteur à des concentrations qui vont du picomolaire au
nanomolaire autant in vitro qu’in vivo. Le PAFR reconnaît trois aspects structuraux de
PAF, soit le groupement choline, le court résidu en sn-2 et le lien éther. En 1991, le gène
PAFR humain a été cloné (Nakamura et al., 1991) et présente 72 ¾ d’homologie avec
celui du rat, de la souris ou du cochon d’Inde. Il présente aussi la structure classique d’un
récepteur à sept domaines transmembranaires de 39 kDa (Fig. 11, page 83). Le lien
disulfure entre les cystéines Cys9° et Cys’73 des 2e et 3e boucles extracellulaires est
essentiel pour le repliement correct du récepteur et son expression de surface (Le Gouili
et al., 1997a). Le PAFR humain possède une seule séquence consensus de N
glycosylation dans la 2e boucle extracellulaire sur l’asparagine Asn’69, alors que le rat en
a une deuxième à Asn4. Les études de mutagenèse dirigée proposent un site de liaison du
ligand aux résidus histidines His’88, His248 et His249 (Ishii et al., 1997a). La 3e boucle
intracellulaire interagirait avec les protéines G.
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Contrairement au récepteur TP du thrornboxane, un site de palmitoylation est
trouvé sur un résidu cystéine de la queue C-terminale (Cys317), sur quatre résidus sérines
(Ser3OD, Ser313, Ser314, Ser318) et cinq résidus thréonines (1hr321, Thr322, Thr324, Thr326,
Thr335). Ces résidus sont des sites de phosphorylation et peuvent participer à la
désensibilisation du récepteur.
Régulation génique du PAFR
Le gène humain du PAFR ne contient aucun intron et une seule copie du gène est
présente sur le chromosome 7 (Mutoh et al., 1993). Le gène de PAFR génère deux
différents transcrits d’ARNrn. Les exons 1 et 2 sont exprimés de façon distincte par deux
promoteurs différents et sont alternativement épissés et joints à un site commun (exon 3)
qui encode la protéine fonctionnelle PAFR. Les deux promoteurs sont stimulés par des
stimuli différents et procurent une grande versatilité dans les fonctions biologiques du
EXTRACELLULAIRE
Figure 11. Structure du récepteur PAF Les acides aminés conservés entre les espèces humaines et
I mutines sont représentés par leur code dune lettre. Le récepteur PAF humain est composé de 342
acides aminés alors que celui des murins en e un de moins dans la troisième boucle extracellulaire.
Un pont disulfure lie la première et la deuxième boucle extracellulaire (lshii et Shimizu, 2000).
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PAF. Le promoteur du premier transcrit possède trois sites de liaison NF-KB et un site de
liaison Sp-1, en plus d’une séquence consensus initiatrice (ATG). Ce promoteur répond à
une stimulation aux PAF et lipopolysacharides (LPS), témoignant du rôle important du
PAF dans les processus inflammatoires et pathologiques (Mutoh et al., 1994). Le
promoteur de l’exon 2 contient trois sites de liaison AP-2 et un Sp-1, un élément
inhibiteur du TGFf3 et des éléments de réponse à l’oestrogène, l’acide rétinoïque et à
l’hormone thyroïde laissant croire que le promoteur 2 répond davantage à des signaux de
différentiation.
DésensibiÏisation du PAfR
La t112 du PAFR est d’environ 4 heures sans stimulation, alors que ce chiffre
tombe à 3O min en présence du PAF. Une désensibilisation homologue a lieu par la
phosphorylation des résidus sérine et tbréonine de la queue C-terminale par des protéines
kinases, telles que la ,8-adrenergic receptor kinase (f3ARK)-1 (Takano et al., 1994). Les
protéines anestines lient le récepteur phosphorylé et empêchent la transduction des
signaux (Takano et al., 1994). Tout comme c’est le cas avec le TP, par une interaction
des arrestines avec la clathrine, le récepteur est internalisé et séquestré (Le Gouill et al.,
1997b; Ishii et al., 199$a) dans un endosome précoce et est recyclé vers la membrane
après un retrait de l’agoniste. La phosphorylation des résidus sérine et thréonine facilite le
processus, mais n’est pas essentielle pour la séquestration du récepteur (Ishii et aï.,
1 998a).
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Altérations génétiques du PAFR
Les souris produites par génie génétique qui surexpriment le PAfR ont des
problèmes de fertilité, d’hypersensibilité des bronches, de réactions inflammatoires
pulmonaires et une pigmentation anormale de la peau au niveau des oreilles et de la
queue (Ishii et al., 1997b). Les souris knock-out pour le PAfR (Ishii et aï., 1998b) sont
fertiles, se développent normalement, sont résistantes aux chocs anaphylactiques,
montrent des symptômes modérés de réaction inflammatoire pulmonaire et ne présentent
pas d’anormalité de pigmentation.
Activation du PAFR
Tout comme c’est le cas pour le récepteur TP, le PAFR n’est pas très fidèle à sa
protéine G. En plus de lier la protéine Gq, le PAFR lie les protéines G et G (Agrawal et
al.. 1992; Lin et Rui, 1994; Shi et al., 1996) dépendamment du type cellulaire. Le
couplage différentiel de G ou G a pour effet une augmentation de cAMP par la
stimulation de l’adénylyl cyclase dans les macrophages (Asmis et Dennis, 1994) ou une
diminution de cAMP par inhibition de l’adénylyl cyclase dans les cellules ovariennes de
hamster chinois (CR0) (Honda et al., 1994).
L’activation du PAFR peut déclencher le turnover des phosphoinositides (Chao et
Oison, 1993; Izumi et Shimizu, 1995) par l’activation de la PLC et ses deux seconds
messagers produits 1P3 et DAG, mobilisant le Ca2 des stocks intracellulaires et activant
la PKC, respectivement. Comme pour le récepteur TP, l’activation du PAFR peut
directement ou indirectement moduler des canaux Ca2 de type receptor-operated sur la
membrane plasmique et créer un influx de Ca2 extracellulaire (Chao et Oison. 1993),
favorisant ainsi la synthèse de prostanoïdes. L’augmentation de la concentration de Ca2
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intracellulaire a pour effet d’activer la cPLA2 qui libère de l’acide arachidonique, mais
aussi du lyso-PAF dans un mécanisme d’auto-induction de la production du PAF.
La cascade d’activation du PAFR inclut l’activation de NF-içB (Kravchenko et aï.,
1995), l’induction de la transcription des gènes de type irnrnediate-earÏy genes (IEG) e
fos et c-jun (Bazan et Allan, 1996), COX-2 (Bazan et al., 1997; Alvi et al., 1999) et iNOS
(Szabo et al., 1993), ce qui implique l’activation des MAPKs (Izumi et $himizu, 1995)
via le Ca2, la PKC et d’autres protéines kinases (Liu et al., 1994) comme c’est le cas
dans les plaquettes (Dhar et al., 1990), les neutrophiles (Gornez-Cambronero et al., 1991)
et les macrophages (Chao et al., 1992).
Antagonistes du PAFR
Plusieurs outils pharmacologiques sont
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disponibles afin d’empêcher l’activation du OîH9
CV-3988 PCA4248PAFR. Les experiences presentees au chapitre 5
ont nécessité l’emploi du CV-3988, PCA-4248
et BN-52021, trois antagonistes qui diffèrent par
leur structure et permettent de mettre en c
BN-52021
évidence l’effet de 1’ inhibition sélective du antagonistes du récepteur
PAFR (Fig. 12).
Le CV-398$ est le plus populaire des antagonistes du PAFR et sert souvent de
standard dans les études sur le PAFR. Il s’agit d’un aikyléther, analogue à la structure du
PAF (Takatani et Tsushima, 1991). Le PCA-424$ est un composé synthétique de la
famille des dihydropyridines dérivé du développement de bloqueurs de canaux Ca2 ayant
un faible effet antagoniste sur le récepteur PAF. Il n’a aucun effet sur les canaux Ca2
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(Fernandez-Gallardo et al., 1990). Quant au, le BN-52021, aussi appelé ginkgolide B,
c’est un produit naturel extrait du ginkgo biloba utilisé depuis des siècles dans la
médecine traditionnelle pour le traitement de l’asthme. Il est efficace, mais a le
désavantage d’être peu sélectif et montre des propriétés antioxydantes et inhibitrices de
protéases (Braquet et al., 1985).
Rôles physiologiques du PAF
Le PAF agit de manière paracrine, autocrine et même de façon intracrine (Bazan
et aÏ., 1991; Bussolino et Camussi, 1995). Plusieurs types cellulaires, tant inflammatoires
que vasculaires, synthétisent le PAF (Whatley et aÏ., 1928; Christie et Henderson, 2002)
et expriment le PAFR (Montrucchio et aÏ., 2000). Plusieurs systèmes sont affectés par le
PAF incluant le système cardiovasculaire, le CNS, les systèmes gastro instestinal,
immunitaire, oculaire, pulmonaire et reproducteur (Braquet et al., 1987; Ishii et Shimizu,
2000).
Le premier rôle du PAF fut identifié dans les plaquettes où il induit une
agrégation par un mécanisme incluant une synthèse et une relâche de TXA2 (Siess, 1989)
et une modification de l’expression de l’intégrine a11b133 (Shattil et al., 1998). Dans
l’inflammation, le PAF augmente la perméabilité vasculaire et initie la migration des
cellules inflammatoires. Sur la cellule endothéliale, le PAF par son effet sur le
cytosquelette induit un changement de forme de la cellule et cause des intervalles (gaps)
intercellulaires (Bussolino et aÏ., 1987); il induit aussi l’adhésion des leucocytes aux
cellules endothéliales faisant le pont entre les réponses inflammatoires et thrombotiques
(Zimmerman et al., 2002). Le PAF cause des réponses vasculaires différentes selon les
lits vasculaires. Au niveau de la circulation générale, il cause une hypotension, une
88
tachycardie et un collapsus circulatoire (Goldstein et aÏ., 1991). Le PAF cause la
constriction des artères rénales chez le chien et des artères cérébrales chez le porcelet
(Scherf et al., 1986; Armstead et aï., 1982), mais cause une dilatation des artères
gastriques, mésentériques et fémorales encore chez le chien (Chu et al., 1988).
Le cerveau et la rétine sont extrêmement riches en phospholipides et peuvent
produire du PAF en réponse à un stimulus pathologique (Baker, 1995; Beauchamp et aï.,
2002). De plus, le PAFR est distribué abondamment dans le cerveau au niveau de
l’hippocampe (Domingo et al., 1988), dans les terminaisons nerveuses du cortex cérébral
(Marcheselli et al., 1990) et dans les cellules endothéliales des microvaisseaux (Sun et
al., 1992; Montrucchio et al., 2000). Le PAF a été impliqué dans de nombreuses
pathologies du système nerveux central, telles que l’ischémie, l’hypoxie et les
convulsions (Bonventre et Koroshetz, 1993) et a été associé à la mort neuronale et
cellulaire endothéliale (Liu et aï., 1996; Ohmori et al., 1996; Bennett et al., 199$;
Beauchamp et al., 2002). Par exemple, le H202 formé durant l’ischémie peut activer la
cPLA2 (Boyer et al., 1995) et contribuer à la synthèse du PAF (Lewis et al., 1988). Un
antagoniste de PAF ou des désactiveurs de radicaux libres ont un effet bénéfique dans ces
situations (Braquet et aÏ., 1985).
Interactions PAF/TXA2
Plusieurs des effets vasoconstricteurs du PAF sont attribués au TXA2 (Dillon et
aÏ., 1988; Goldstein et al., 1991; Rizzo et aÏ., 1995), puisque les réponses
hémodynamiques au PAF sont souvent accompagnées par la relâche de TXA2 (Goldstein
etal., 1991).
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Le stress oxydant, la synthèse du PAF et du TXA2 sont intimement liés. Lewis et
ses collègues (Lewis et aÏ., 1988) ont démontré que, dans deux types cellulaires
endothéliaux différents (aortiques bovines et ombilicales humaines), que le H202 induit
une stimulation de la synthèse et une accumulation de PAF. Le peroxyde agit en fonction
du temps et de la dose pour induire une augmentation de la perméabilité à Ca2 (Shasby
et al., 1985; Lewis et al., 1988) et cause un influx de Ca2 provenant du milieu
extracellulaire par une peroxydation des lipides de la membrane qui peuvent alors agir,
tels des ionophores de Ca2 (Serhan et al., 1981; Shasby et aÏ., 1985) et favoriser
l’activation de la cPLA2 dépendante du Ca2. La cPLA2 utilisera de manière préférentielle
les lipides oxydés et relâchera non seulement le lyso-PAF, mais aussi de l’AA, substrat
de la COX et précurseur de la synthèse des prostanoïdes. Dans des conditions de stress
similaires, la synthèse du TXA2 est favorisée au détriment de la formation de PGI2 qui est
inhibée par le F1202 à des doses élevées (1C50 35 mM) ou par génération de O2 au moyen
du système xanthine/xanthine oxydase (Whorton et al., 1985; Dillon et al., 1988), un
effet qui est contré par un désactiveur de radicaux libres (Taylor et al., 1983). De telles
concentrations de H202 peuvent paraître élevées, mais l’hyperoxie fournit un bon
exemple dans lequel l’atteinte de telles concentrations est possible (Crapo, 1986). On
comprend maintenant que le médiateur des effets du PAF, comme c’est le cas dans
plusieurs types cellulaires, est le TXA2. Le H202 (100 jiM) dans les glomérules de rat
produit non seulement du PAF, mais aussi une forte concentration de TXA2, qui est
maximale en peu de temps (30 mm) et peut être inhibée par le BN-52021 (50 1iM), un
antagoniste du récepteur PAF (Arribas-Gomez et aÏ., 1995). L’abolition quasi complète
de la synthèse de TXA2 suggère que le PAF est un intermédiaire nécessaire dans certains
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types cellulaires pour stimuler la TX$. Dans les neutrophiles de cochons d’Inde par
exemple, le PAF promeut la génération de 02 par un mécanisme qui peut être bloqué par
un antagoniste sélectif pour le PAFR ou le TP, impliquant une synthèse de TXA2
amorcée par une stimulation due à l’activation du PAFR (Kato et al., 1993). Un
phénomène semblable a été décrit pour le cerveau lors de l’ischémie-reperfusion alors
que le PAF amplifie la relâche de 02 et de H202 par les neutrophiles (Matsuo et aï.,
1996).
L’exemple le plus probant d’une interaction entre le TXA2 et le PAF au niveau de
la microvascularisation a été récemment documenté par Hou et ses collègues (Hou et al.,
2003). Dans le cerveau immature, alors que les cellules endothéliales sont le plus
sensibles au stress, la stimulation des microvaisseaux périventriculaires avec le C-PAF
cause une vasoconstriction plus grande que chez l’adulte. Ce phénomène est en partie dû
à une plus grande densité de PAFR, mais surtout à une grande concentration de TXA2
produite par les cellules endothéliales en réponse au PAF (Hou et al., 2003). Le tout peut
être prévenu par l’emploi d’un inhibiteur de la TXS (CGS-l2970) ou d’un antagoniste
spécifique du TP (L-670596). Les canaux sensibles au voltage de type N ou L ne
semblent pas impliqués, puisque la co-conotoxin MVIIA et la nifédipine demeurent sans
effet, mise à part l’abolition de la contraction musculaire lisse. Cela semble normal,
puisque ces canaux ne se retrouvent pas sur la cellule endothéliale, mais ceci exclut donc
un rôle joué par les astrocytes à proximité qui les expriment. Par contre, le TXA2 n’était
plus produit lorsqu’un bloqueur des canaux calciques de type receptor-operated, le
SK&F96365, était employé. Une entrée de calcium opérée par la liaison de PAF à son
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récepteur contribuerait à l’augmentation et à l’entretien de la synthèse de TXA2 (Hou et
aÏ., 2003).
Le PAF et la mort cellulaire
Malgré qu’il protège les lymphocytes de l’apoptose, le PAF est proapoptotique
dans plusieurs types cellulaires, tels que les types dérivés de l’hippocampe (Shi et aï.,
199$), les cellules épidermales (Barber et aï., 199$), les oligodendrocytes (Hostettler et
aÏ., 2002) et les cellules épithéliales de l’intestin (Lu et aÏ., 2004). De plus, des infusions
de C-PAF induisent des retards de croissance ultra-utérins chez le rat de l’ordre de 19 à
35% (Thaete et al., 2003). Le PAF est produit durant plusieurs pathologies à composante
inflammatoire et joue un rôle primordial dans les maladies inflammatoires de l’intestin.
Le récepteur PAF est impliqué dans la cytotoxicité observée dans plusieurs modèles
animaux (Panetta et al., 19$7; Lindsberg et aÏ., 1990; Bennett et al., 199$). Dans
l’intestin, les cellules épithéliales intestinales expriment le récepteur PAF (Merendino et
al., 1999) qui est présent exclusivement sur le côté apical de la membranne plasmique et
son activation sert à la régulation du transport trans-épithélial des ions dans les
colonocytes (Claud et al., 2002). Dans un modèle animal de maladie inflammatoire de
l’intestin, une infusion de PAF résulte en une nécrose de l’intestin (Gonzalez-Crussi et
Hsueh, 19$3) et une ulcération gastrique (Rosam et al., 19$6). Incidemment, de fortes
concentrations de PAF sont retrouvées dans le plasma d’enfants prématurés développant
une entérocolite nécrosante (Caplan et aï., 1990), alors que les concentrations de PAF-
AH sont significativement plus basses dans l’iléon distal de patients aux prises avec la
maladie de Crohn, si elles sont comparées aux groupes témoins (Kald et al., 1996). Dans
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des modèles murins, l’utilisation de PAF-AH ou d’antagonistes du récepteur PAF
prévient les effets nocifs causés par le PAF (Caplan et aï., 1997a; Caplan et aï., 1997b).
Les mécanismes de mort induite par le PAF ne sont pas totalement élucidés. Le
PAF cause l’apoptose des entérocytes IEC-6 et peut être prévenue par une surexpression
de bd-2 qui prévient la transiocation induite par le PAF de bax vers la mitochondrie et la
perte du potentiel membranaire mitochondrial (L\Wm). En plus de la perte de A.4Im , la
translocation de bax, un membre proapoptotique de la famille bd-2, à la mitochondrie
cause la relâche du cytochrome c et la mort de la cellule. Bd-2, qui elle est anti
apoptotique dimérise avec bax, afin d’établir une balance pro- ou anti-apoptotique (Oltvai
et al., 1993). Le même phénomène est observé dans un type cellulaire où le potentiel
cytotoxique du PAF n’est plus à démontrer, soit dans les cellules neuronales provenant du
cortex de rat où on observe une perte du A’4Jm et plus précisément sur des mitochondries
isolées, une ouverture du pore transitoire mitochondrial (MTP) et une relâche du
cytochrome c (Parker et al., 2002).
Dans des cultures de cellules corticales provenant de cerveaux de foetus de rats
(l6 jour de gestation), une concentration de 50 jiM cause des dommages sévères après
12 heures selon un mécanisme qui est bloqué par le BN-52021, un antagoniste du
récepteur PAF. Certains mécanismes ont été mis en évidence pour expliquer la
neurotoxicité du PAF et ils incluent des mécanismes faisant intervenir le pouvoir
chémoattractant du PAF et la migration des neutrophiles et macrophages contribuant ainsi
à la toxicité (Tong et aï., 2000). Une composante de stress oxydant peut être envisagée
puisqu’une concentration non toxique de cPAF (500 nM) potentialise significativement
les dommages causés par une concentration cytotoxique de F1202 (Zhu et Bazan, 2004).
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Cette potentialisation pourrait être expliquée par la capacité du PAF à faire produire des
ROS dont le 11202. Ainsi de faibles quantités de PAF mènent à la faible production de
H202 ; elles sont facilement éliminées et prises en charge par les molécules et les
systèmes enzymatiques antioxydants, ce qui ne serait pas le cas si le H202 est présent en
quantité plus importante dans le cytosol de la cellule suite à une activation du PAFR
jumelée à un ajout exogène de F1202.
Si la cytotoxicité du PAF n’est plus à démontrer sur plusieurs types cellulaires, il
en est tout autrement pour ce qui est du cellulaire endothélial pour lequel aucune toxicité
n’a été établie. Les résultats publiés dans l’article présenté au chapitre 5 de la présente
thèse démontrent, pour la toute première fois dans ce champ d’expérimentation, des effets
cytotoxiques du PAF sur la microvascularisation rétinienne du rat nouveau-né (Chap. 5).
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LE MONOXYDE D’AZOTE ET LES RADICAUX LIBRES
Synthèse de NO
Le NO est synthétisé par les NOS dont il existe trois isoformes la NOS
neuronale (NOS 1 ou nNOS), la NOS inductible (NOS2 ou iNOS) et la NOS endothéliale
(NOS3 ou eNOS). Généralement, les NOS sont considérés comme des dimères, alors que
nous avons plutôt affaire à des tétramères, puisque deux monomères NOS sont associés à
deux calmodulines (CaM) requises pour leur activation. Des cofacteurs sont aussi
nécessaires au bon fonctionnement de l’enzyme et parmi eux se trouvent le (6R)-5,6,7,8-
tétrahydrobioptérine (BH4), le FAD, le FMN et un hème pour catalyser la réaction qui
transforme la L-arginine, la NADPH et le 02 en NO, citrulline et NADP (Knowles et
Moncada, 1994; Marletta, 1994) (Fig. 13). Le BH4, l’hème et la L-arginine servent à
stabiliser le dimère de NOS. Le NADPH donne deux électrons (e) que FAD et FMN
acceptent un à un avant de les passer à l’hème. La CaM contrôle le transfert d’électrons







Figure 10. Synthèse de NO parla NOS avec laide de ses cotacteurs Ici, par souci de simplicité, seul un monomère de NOS est présenté.
Deux électrons (e) Sont donnés parle NADPH au domaine réductase et sont transférés par FAD et FMN vers le domaine oigénase où Ils
interagissent avec 11ième (Fe) et la tétrahybioptérine (6H4) sur le site catalytique de la réaction de la L-arginine avec ls’gène (0).
générant de la citrulline et du NO Dans le cas de nNOS et eNOS, la présece de calcium (Ca2j lié à la calmoduline est requise pour le
transport des e à travers le domaine réductase (Alderton, 2001)
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synthèse par les NOS a une t112 très courte (— Ï sec) et est rapidement métabolisé par
oxydation en nitrites (N02) et nitrates (N03). deux produits stables et inactifs.
La NOS neuronale et la NOS endothéliale
La nNOS est présente principalement dans le cytosol de certains neurones du
système nerveux central et périphérique (Bredt et Snyder, 1994), alors que la eNOS est
principalement localisée dans la membrane plasmique des cellules endothéliales
vasculaires (forstermann et al., 1991; Christopherson et Bredt, 1997). Ces deux
isoformes sont présentes de façon constitutive dans les cellules et peuvent être activées
par le Ca2 et par la CaM. L’augmentation de la concentration de Ca2 intracellulaire
entraîne la fixation du complexe Ca2/CaM sur la protéine NOS et donc son activation,
entraînant la synthèse transitoire de NO. Le NO, produit ainsi de manière étroitement
régulée, agit comme un messager en activant la guanylyl cyclase soluble, augmentant
ainsi les niveaux de cGMP intracellulaires (Moncada et Palmer, 1991).
La NOS inductible
L’isoforme inductible iNOS n’est généralement pas exprimée de façon continue
dans les cellules, mais est produite uniquement après une activation transcriptionelle de
son gène Nussler et Billiar, 1993; Nathan et Xie, 1994). Son activité est généralement
indépendante du complexe Ca217CaM et elle produit ainsi du NO pendant de longues
périodes. La iNOS a été tout d’abord décrite dans des macrophages murins stimulés par
du LPS (Stuehr et Marletta, 1985), et l’ADN complémentaire murin de iNOS a été cloné
dans ce même système (Lowenstein et al., 1992; Lyons et al., 1992; Xie et aÏ., 1994).
Cependant, il est clairement établi aujourd’hui que de nombreuses autres cellules
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expriment iNOS aussi bien in vitro après stimulation avec différentes cytokines qu’in
vivo lors de certaines pathologies (Nathan, 1997).
Régulation de la synthèse de eNOS et nNOS
La régulation de eNOS et nNOS par le Ca2 est bien connue, mais leur
2+ .dependance envers le Ca est remise en cause par la decouverte d une activation de
eNOS par phosphorylation via la sérine/thréonine protéine kinase Akt/PKB (Dimmeler et
aÏ., 1999), ce qui augmente le flux d’& à travers le domaine réductase et augmente la
production de NO. Son activité devient ainsi indépendante du Ca2 et elle peut produire
du NO durant de longues périodes. De plus en plus d’exemples démontrent que les NOS
dites constitutives peuvent également être induites par des stimuli et produire de grandes
quantités de NO. Ainsi, une induction importante de l’expression de la eNOS a été
démontrée par les forces de cisaillement (Davis et al., 2001), par les oestrogènes
(Kleinert et aÏ., 1998) et par le VEGF (Hood et aÏ., 1992). Une expression de nNOS peut-
être induite dans certaines cellules par différentes neurotrophines (Samdani et aÏ., 1997),
comme le nerve growthfactor (Holtzman et al., 1994). La molécule chaperonne Hsp 90 a
aussi été identifiée comme un régulateur de eNOS. Dans les cellules endothéliales, le
VEGf, l’histamine ou les forces de cisaillement augmentent l’interaction de eNOS avec
Hsp 90 et la production de NO par un facteur de 3 fois (Garcia-Cardena et al., 199$).
Antagonistes de NOS
Le tableau II (Tab. II page 97) présente quelques bloqueurs de la synthèse de
NOS. À lTheure actuelle, il n’existe aucun antagoniste spécifique de eNOS et les
conclusions quant à la contribution de eNOS à un système donné doivent être déduites à
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la suite de l’inhibition non sélective des trois NOS et de l’utilisation de bloqueurs plus
sélectifs pour iNOS et nNOS. Il y a de plus en plus d’évidences qui suggèrent que des
analogues méthylés de L-arginine soient produits de façon endogène. Des niveaux élevés
de L-NMMA et de diméthylarginine sont trouvés dans le plasma et les urines, lors de
maladies rénales, d’hypertension, d’athérosclérose, de diabète et contribuent à la
dysfonction endothéliale (Boger et Bode-Boger, 2000).
Inhibiteur Structure Inhibiteur Structure
-NIL
Régulation de la localisation de eNOS
La eNOS est acetylée de façon irréversible sur un résidu glycine en position N-
terminal par le myristate et de manière réversible sur des résidus cystéine par le palmitate
(Michel, 1999). Ces modifications sont requises pour une localisation efficace dans les
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Tableau Il. lC,, sélectivité et structure de quelques inhibiteurs de NOS. Les données se rapportent à inhibition
de tisoforme humain et, présence de 30 M de L-arginine à 37mC durant 15 min après une pré-incubation de 15
min avec l9nhibiteur (modifié de Alderton et al., 2001).
9$
caveolae de la membrane plasmique des cellules endothéliales (Shaul et aÏ., 1996). Ce
processus est régulé par la concentration de Ca2 intracellulaire et par des interactions
ligand-récepteur à la surface membranaire (Prabhakar et aï., 199$). Les caveolae sont les
microdomaines de la membrane plasmique, face cytosolique (Garcia-Cardena et al.,
1996; Shaul et al., 1996) et environ 57 à 100 ¾ de l’activité eNOS est concentrée dans les
caveolae (Shaul, 2002). Dans les caveolae, eNOS est lié à la protéine majeure des
caveolae, caveoline- 1, qui inhibe son activité dans une interaction qui est régulée par le
complexe Ca2’7CaM (Ju et al., 1997; Michel et aÏ., 1997).
Le gène eNOS
Chacun des trois isoformes de NOS est le produit d’un gène différent. Le gène
humain de eNOS est encodé par 26 exons s’étendant sur 22 kb de l’ADN génomique et il
est présent en une seule copie sur le chromosome 7 (Marsden et al., 1993). Le cDNA de
eNOS a été cloné dans les cellules endothéliales humaines, murines, porcines et bovines
(Janssens et aÏ., 1992; Marsden et al., 1992; Nishida et ai., 1992; Gnanapandithen et aï.,
1996; Zhang et al., 1997a) et sa séquence en acides aminés prédit une masse moléculaire
de 133 kDa. L’homologie de séquence entre l’humain et le rat est 90%. La
caractérisation de la région 5’ du gène eNOS montre qu’il est dépourvu de boîte TATA et
possède des éléments promoteurs propres à une expression constitutive, soit des motifs
Sp-l et GATA (Zhang et al., 1995). Le promoteur du gène eNOS contient de plus, des
séquences consensus pour la liaison des facteurs de transcription AP-l, AP-2, Nf-1, NF
IL-6, NF-KB et PEA3. Les études de délétion ont montré des rôles essentiels pour les
sites de liaison Sp-l (position —103) et PEA3 (-26), ainsi que pour la séquence consensus
GATA (-230). Ainsi la stimulation de la cellule endothéliale par les oestrogènes ou la
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lysophosphatidylcholine augmente l’activité de liaison du facteur de transcription Sp-l
(Kleinert et al., 1998), alors que des mutations dans le site consensus GATA ou le site de
liaison PEA3 réduisent grandement l’activité du promoteur du gène.
Phénotype de la souris invalidée pour le gène eNOS
Les souris knock-out pour le gène eNOS sont hypertendues (Huang et aÏ., 1995),
ne présentent pas de vasodilatation dépendante de l’endothélium (Huang et al., 1995),
montrent une augmentation de la prolifération néointimale lors d’insultes vasculaires
(Moroi et al., 1998; Rudic et aï., 199$), sont plus sensibles à l’ischémie cérébrale
(Huang, 1999), sont bradycardes (Kojda et al., 1999), présentent une augmentation de la
réponse contractile cardiaque à des agonistes J3 (Godecke et al., 2001) et une réduction de
la sévérité de la ROP (Brooks et aÏ., 2001).
Rôles physiologiques du NO
Le NO produit dans les cellules endothéliales joue un rôle central dans la
régulation du tonus vasculaire (Vaflance et aÏ., 1989). En ce sens, les vaisseaux de
résistance sont dans un état basal de vasodilatation induite par le NO. Le NO produit par
la cellule endothéliale stimule la guanylyl cyclase dans le muscle lisse vasculaire et
augmente la synthèse de cGMP (Garbers, 1992), ce qui induit une relaxation au niveau de
la fibre musculaire en empêchant l’interaction actine/myosine (Archer et al., 1994). Le
NO est produit en réponse à l’acétylcholine et la bradikinine (Furchgott et Zawadzki,
1980), mais aussi en réponse aux forces de cisaillement (Rubanyi et aÏ., 1986). Une
infusion de L-NMMA (Tab. II, page 97) induit une augmentation de la résistance
vasculaire en fonction de la dose (Vallance et aï., 1989) et une diminution du débit
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sanguin, tel que démontré dans l’avant-bras, mais aussi dans le cerveau et les reins. Le
NO est impliqué dans d’autres aspects de la fonction cellulaire endothéliale, comme la
perméabilité et la prolifération (Fukumura et aÏ., 2001), notamment avec son interaction
avec le VEGF. Le NO produit par les cellules endothéliales inhibe le rolling et l’adhésion
des leucocytes aux microvaisseaux. Au niveau des muscles squelettiques, le NO régule la
force produite par le muscle, la différenciation des myocytes et l’homéostasie du glucose
(Stamler et Meissner, 2001). Le NO neuronal agit comme un neurotransmetteur dans le
système nerveux central et peut affecter des millions de synapses en raison de sa
diffusion rapide (Wood et Garthwaite, 1994). C’est le cas dans les processus de
potentialisation à long terme (LTP) impliqués dans les mécanismes de la mémoire
(Schuman et Madison, 1991; Bohme et al., 1993). Le NO est aussi le médiateur de la
toxicité produite par une relâche excessive de glutamate observée lors des accidents
vasculaires cérébraux et d’autres maladies neurodégénératives (Osborne et al., 1999).
Dans le système nerveux périphérique, le NO agit également comme neurotransmetteur
(Rand et Li, 1995) entraînant une relaxation du système gastro-intestinal (Desai et al.,
1991) et du corps caverneux, responsable de l’érection pénienne (Burnett et aÏ., 1992).
Interactions entre le monoxyde d’azote et le VEGF
Une incubation à court terme de cellules endothéliales avec le VEGF mène à une
activation de eNOS alors qu’une incubation à plus long terme régule son expression
protéique à la hausse (Papapetropoulos et aÏ., 1997; Hood et al., 199$). La régulation
s’effectue par l’activation du récepteur VEGFR-2 via la phosphorylation des MAPKs
ERK 1/2 (Bouloumie et al., 1999). Comme les niveaux d’ARNm de eNOS demeurent
élevés dans les cellules traitées avec VEGF en présence d’un inhibiteur de la
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transcription, actinomycine D, il y aurait aussi une augmentation de la stabilité des
ARNm (Bouloumie et al., 1999). La régulation à la hausse de l’expression de eNOS peut
aussi se faire aussi par la PLCy activée par la liaison de VEGF à VEGFR-2. La PLC
active alors la PKC pour mener à une modulation de l’expression de eNOS (Shen et al.,
1999).
La régulation de VEGF par le NO est aussi possible. Des cellules musculaires
lisses transfectées avec iNOS ou eNOS sont associées avec une augmentation de la
synthèse de VEGf, une synthèse qui peut être bloquée par un antagoniste de NOS, L
NAME (Tab. II, page 97), mais pas par son énantiomère inactif D-NAME. De plus, en
présence de l’inhibiteur, la synthèse de VEGF est rétablie par l’ajout de L-argïnine
(Jozkowicz et cil., 2001). Cette observation a aussi été faite dans d’autres types
cellulaires, tels que les macrophages (Xiong et al., 199$), les kératinocytes (Frank et aï.,
1998), les hépatocytes (Ankoma-Sey et aï., 2000) et les cellules mésangiales (frank et
al., 1999). Les mécanismes plausibles seraient la régulation à la hausse de l’activité de
liaison de AP-1 sur le promoteur de VEGf par le NO (Haby et aï., 1994) et le
prolongement de la t112 de l’ARNm du VEGF comme cela a été démontré dans deux types
de cellules tumorales (Chin et aï., 1997).
Le monoxyde d’azote dans la rétine
Localisation de NOS
La présence de NOS dans la rétine a été démontrée par la technique de marquage
de l’activité NADPH diaphorase (NADPH-d). Cette technique utilise l’activité NADPH-d
associée aux NOS pour réduire un sel de tétrazolium en un produit de formazan de
couleur bleutée insoluble. La technique n’est pas spécifique et marque les trois isoformes
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de NOS (Eldred, 2000). Au niveau de la rétine, les NOS ont été identifiés dans plusieurs
types cellulaires les cellules amacrines et ganglionnaires (Dawson et aÏ., 1991),
l’épithélium pigmentaire (Goureau et al., 1993), les cellules de Mifiler (Kobayashi et al.,
2000), les photorécepteurs (Yamamoto et al., 1993), les fibres nerveuses des couches
plexiformes interne et externe (Yamamoto et aÏ., 1993), l’endothélium des vaisseaux et
capillaires, de même que dans les péricytes (Chakravarthy et al., 1995; Ioda et aÏ., 1995;
Meyer et aÏ., 1999).
Rôle du NO dans la circulation choroïdienne et rétinienne
Les vaisseaux sanguins oculaires contenant un endothélium relâchent de façon
basale du NO maintenant les muscles lisses de la vascularisation dans un état de
relaxation. Par ailleurs, son action dépendante du cGMP est capable de relaxer le tonus
contractile des péricytes rétiniens (Haefliger et al., 1994b). La perfusion de l’oeil avec L
NMMA induit une contraction significative (Haefliger et al., 1992). Chez le chien, une
injection i.v. de L-NMMA induit une diminution du débit sanguin choroïdien et rétinien
d’environ 40 % et 15 % respectivement (Deussen et al., 1993). Par contre, chez le lapin,
l’administration de L-NAME réduit le débit sanguin -50 % (Seligsohn et Bili, 1993).
On remarque des différences dans la capacité de maintenir un débit sanguin
adéquat malgré le changement de la pression de perfusion entre le sujet nouveau-né et le
sujet adulte. Chez l’adulte, les débits sanguins sont assez bien autorégulés et le NO y joue
un rôle important surtout dans le cas de la circulation choroïdienne. Par contre, chez le
nouveau-né l’intervalle d’autorégulation des débits choroïdiens est très étroit (Chemtob et
al., 1991) et de récentes études (Hardy et al., 1994; Hardy et al., 1996a; Hardy et al.,
1996b; Hardy et al., 199$a; Hardy et aï., 1998b) ont mis en évidence une
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vasoconstriction insuffisante ou une vasodilatation exagérée quand la pression de
perfusion est augmentée notamment par des interactions avec les radicaux libres, le NO et
les prostaglandines. De plus dans la rétine immature, la production de NO est grandement
augmentée et cette plus grande production est jumelée à une activité aussi plus importante
contribuant au stress oxydant et à la peroxydation lipidique, éléments contribuant au
développement de la ROP (Hardy et aÏ., 2000).
Rôle du NO dans la ROP
La ROP est en partie causée par l’apport augmenté d’oxygène par la circulation
choroïdienne et par ricochet, la circulation rétinienne. Chez le nouveau-né, les
mécanismes rétiniens et choroïdiens d’autorégulation des débits sanguins en réponse à
des changements de perfusion de tension d’oxygène (Chemtob et al., 1991; Hardy et al.,
1 996b), de même que les systèmes antioxydants (Oliver et Newsome, 1992) ne sont pas
bien développés. Durant la période périnatale et dans le cas d’une rétine immature, la
choroïde est la source majeure d’oxygène pour la rétine. Une augmentation du débit
sanguin choroïdien, notamment produite par le NO se traduit par une hausse de la P02
dans la rétine. De plus, dans la choroïde immature, l’expression et l’activité des nNO$ et
eNOS, sont augmentées comparativement à l’adulte et l’effet vasorelaxant du NO est plus
prononcé (Hardy et al., 1 996b). La réponse exagérée au NO peut être inhibée par des
inhibiteurs de COX, par des inhibiteurs de PGI2 synthase et par des bloqueurs de canaux
K indiquant, que la relaxation est largement dépendante de la prostacycline (PGI2) et de
façon moindre par le cGMP. Enfin, des donneurs de NO augmentent la synthèse de PGI2
(Hardy et al., 1998a).
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Phase vaso-obiitérative
Dans certaines conditions oxydantes, il peut y avoir oxydation du cofacteur
stabilisant de NOS, BH4 et découplage de la formation du NO dans le sens d’une
oxydation du NADPH et d’une production importante d’ions superoxydes (O2)(List et
aÏ., 1997; Stroes et aï., 1992). Le NO réagit alors avec le O2 et forme le peroxynitrite
(ONOO) cytotoxique pour la cellule endothéliale. Les peroxynitites peuvent aussi être
formés par un autre produit des NOS, l’ion nitroxyle (NO), qui peut réagir avec le 02,
mais selon une cinétique beaucoup plus lente (Sharpe et Cooper, 199$). La production de
NO et l’expression de NOS observés dans la rétine immature, jumelées au stress oxydant
relié à l’hyperoxie, favorisent la formation de ONOO, la peroxydation des membranes
lipidiques et la perte de l’intégrité vasculaire endothéliale.
Dans le modèle murin de la rétinopathie ischémique induite par l’oxygène,
Brooks et ses collègues (Brooks et aï., 2001) ont pu démontrer récemment, grâce à
l’utilisation des souris invalidées pour le gène de la eNOS, que cette isoforme participe à
la perte de capillaires centraux pendant la phase vaso-oblitérative d’exposition à
l’oxygène probablement par la production de ONOO. Par contre, le rôle de eNOS dans la
phase ischémique subséquente du modèle reste obscure, mais les souris eNOS’ ne
développent pas d’ischémie rétinienne après la phase d’oxygénation et ne développent
pas non plus de néovascularisation (Brooks et al., 2001).
Des modulations éventuelles de l’activité des NOS dans la rétinopathie ischémique
proliférante, pouvant directement être mises en rapport avec la nNOS n’ont jusqu’à




Plusieurs études illustrent les effets importants du NO dans la phase de
néovascularisation. Le VEGF stimule la relâche de NO dans les cellules endothéliales
(Papapetropoulos et aÏ., 1997) et participe à la cascade d’induction de l’angiogenèse
(Ziche et aÏ., 1997). Le NO régule aussi à la baisse l’expression de VEGF induite lors
d’hypoxie (Liu et aÏ., 1998; Ghiso et aÏ., 1999). Par exemple, l’expression de iNOS
inhibe l’angiogenèse en régulant à la baisse l’expression de VEGFR-2 (Sennlaub et aï..
2001). Les mécanismes précis expliquant des effets divergents du NO demeurent mal
compris; cet aspect sera abordé dans le chapitre 3.
Les radicaux libres
Généralités
Les régions occupées par les électrons (e) autour d’un atome ou d’une molécule
sont appelées «orbitales ». Chaque orbitale peut contenir un maximum de 2 «. Lorsqu’un
électron est seul sur son orbitale, il est dit «non pairé » et un radical est défini comme
étant n’importe quelle espèce ayant un ou plus d’un & non pairé. À cause de ces
caractéristiques physico-chimiques, lorsque des & lui sont transférés, l’oxygène (02), qui
a deux e non pairés reçoit ses & un à la fois, ce qui donne lieu à toutes sortes
d’intermédiaires, tels que t l’ion superoxyde (O2), le peroxyde (H2O2), le radical
hydroxyle (0H) et l’ion hydroxyle (0W), pour ne nommer que ceux-là.
L’ion superoxyde
L’ion superoxyde (O2’) est le produit de la réduction d’un & à partir de 02. C’est
une espèce très réactive qui est produite dans les cellules par les chaînes de transport d’&,
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telles que celles dans les mitochondries et le RE (Halliweli, 1990), les NOS (Pou et aï.,
1992; Cosentino et aï., 1998), les COX (Kukreja et al., 1986), les LOX (Kukreja et aï.,
1986), les xanthines oxydases (Grunfeld et al., 1995) et les NADPH oxydases
(Griendiing et al., 1994). À pH physiologique, O2 est rapidement converti en H202 qui
n’est pas un radical en soi. Durant cette réaction, le radical hydroperoxyle (H02) peut
être formé (Halliweli, 1984) et représente une espèce encore plus réactive que O2
(Bielski et Shive, 1979). En plus des espèces O2 et H02, les effets toxiques des radicaux
peuvent être médiés par plusieurs autres espèces par exemple H202, H0 ou le singulet
oxygène (02’).
Le singulet oxygène
Le singulet oxygène (021) est très instable et peut rapidement oxyder plusieurs
molécules et les membranes lipidiques. Le °2 est formé durant la réaction de dismutation
de O2 en H2O2 ou lors de la réaction de O2 avec H202 (Del Maestro, 1980; Arudi et aï.,
1984; Southom et Powis, 1988). Le rôle exact de 02’ n’est pas certain, puisque la plupart
des désactiveurs pharmacologiques utilisés ne sont pas spécifiques à cette espèce et
neutralisent aussi d’autres radicaux (Halliwell et Gutteridge, 1984).
Le peroxyde d’hydrogène
Le peroxyde d’hydrogène (H202) est produit directement par certaines oxydases
(glycolate oxydase, aminoacide oxydase) ou via 02 par une réaction de dismutation.
Cette réaction est catalysée par la superoxyde dismutase (SOD). Le H202 est plus stable
que les autres espèces, il est liposoluble et peut donc traverser les membranes et être
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transformé en espèces plus dommageables et réactives, telles que le radical hydroxyle
(0H).
Le radical hydroxyle
Le radical hydroxyle (0H) est formé quand O2 réagit. avec H202 dans la
réaction: H202 + 02 0H +0W +02
Contrairement à l’ion hydroxyle, 0H est extrêmement réactif réagit généralement très
près de son site de production avec la première molécule qu’il rencontre. Le 0H peut
aussi être produit par la décomposition de l’eau par des rayons ionisants (Southom et
Powis, 198$) ou à tout moment lorsque H202 entre en contact avec l’ion cuivre (Cu) ou
l’ion fer (fe2j contenus dans plusieurs complexes métalliques (Halliweli, 1984).
Habituellement, l’organisme s’assure que les ions Cu et Fe2 soient le plus souvent
possible liés à des protéines de transport ou à des protéines fonctionnelles comme la
transferrine, la céruloplasmine ou l’hémoglobine. Les métaux liés à ces protéines sont
inactifs ou ne catalysent que très faiblement la production de 0H (Winterboum, 1983;
Halliweil, 1984).
Composantes cellulaires affectées par les espèces oxygénées réactives
Les ROS sont pour la plupart très promptes à réagir avec ce qui se trouve dans leur
environnement immédiatement. Les groupements thiols (-SH) ou aromatiques (tyrosine
par exemple) présents dans les protéines, les rendent très susceptibles à l’oxydation par
les ROS. L’attaque sur la protéine par les ROS peut induire une modification de la charge
électrique et une fragmentation de la chaîne peptidique, une altération de la structure
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secondaire et tertiaire, une inactivation des sites catalytiques et une diminution de la
solubilité due à l’exposition de sites hydrophobes (Davies, 1987).
L’ADN aussi peut être sujet à des attaques par les ROS, particulièrement par le
radical 0H, menant à l’hydroxylation des purines et des pyrimidines, causant des
cassures dans l’ADN et une altération de la synthèse protéique, et amplifiant des
mutations (Teoule, 1987).
Enfin, la réaction la plus intéressante est probablement celle qui a lieu sur les
membranes lipidiques où les ROS peuvent initier et propager la peroxydation lipidique.
L’initiation de la peroxydation lipidique a lieu lorsque n’importe quelle espèce radicalaire
retire un atome d’hydrogène à un groupement méthylène (-CI-I2-) de la chaîne de carbone
d’un PUFA de la membrane plasmique, laissant un radical alkyle (-CH-). Le radical
aikyle subit un réarrangement moléculaire et forme un diène conjugué qui se combine
rapidement avec l’oxygène pour former un radical peroxyle (L00). Le radical peroxyle
est capable de prendre un hydrogène d’une chaîne polyinsaturée voisine et ainsi propager
la réaction de peroxydation qui continuera tant que les PUFAs ne seront pas
complètement oxydés en hydroperoxydes (LOOH) ou lorsqu’un L00 réagit avec un
radical pour terminer la réaction (Flaherty et Weisfeldt, 198$; Southorn et Powis, 198$).
Les hydroperoxydes sont stables sous conditions physiologiques jusqu’à ce qu’ils
entrent en contact avec des sels de métaux de transition, tels que le fer et le cuivre. Les
sels de Cu2, Fe2, Fe3, tout comme les cytochromes et l’hémoglobine (hèmes)
interagissent avec les lipides peroxydés et contribuent à la formation de ROS qui
propagent la réaction de peroxydation. Lors de ces réactions, des aldéhydes sont formés,
notamment le malondialdéhyde qui peut être dosé pour évaluer la peroxydation lipidique.
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Systèmes antioxydants de la rétine
La rétine représente un tissu particulièrement sensible au stress oxydatif. Elle a un
taux de consommation d’oxygène très rapide même en condition normoxique propice à la
formation de ROS (Rodieck, 1973). Elle a le plus haut niveau de PUFA de tous les tissus
(Daemen, 1973). Les PUFA sont les substrats de choix pour la peroxydation par les ROS.
La lumière est un initiateur connu de la formation de ROS (Delmelle, 1979).
Afin de se protéger de la peroxydation lipidique, les membranes animales
contiennent du tocophérol (vitamine E) qui termine la peroxydation de façon très
efficace. Autre le tocophérol, d’autres nutriments participent au maintien d’un potentiel
redox réduit comme l’acide rétinoïque (vitamine A) et ascorbique (vitamine C). De plus,
la vitamine C est capable de régénérer (réduire) la vitamine E oxydée et contribue ainsi à
son activité (Halliweli, 1990). Des systèmes enzymatiques se chargent aussi de se
débarrasser des ROS. La métalloprotéine superoxyde dismutase (SOD) catalyse la
dismutation de O2, laissant du 11202 et de l’oxygène (Fridovich, 197$). Deux types de
SOD sont retrouvés dans la cellule: Cu-Zn-SOD est retrouvée dans le cytosol, alors que
Mn-$OD est mitochondrial. En situation physiologique normale, la plus grande activité
SOD est retrouvée dans la rétine (Alder et al., 1990). Quant à la catalase (CAT) elle est
une hémoprotéine qui transforme 11202 en 1120 et oxygène. L’enzyme présente une
affinité proportionnelle à la concentration de 11202 (Southom et Powis, 1988). La
glutathion peroxydase (GPx), qui se trouve dans le cytoplasme et la mitochondrie
(Flaherty et Weisfeldt, 198$), se charge de mettre fin à la peroxydation lipidique et de se
débarrasser du H202 à faible concentration en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme
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cofacteur. Le glutathion est régénéré par la glutathion réductase (Southorn et Powis,











Figure 14. Production et destruction enzymatique des espèces oxygéeées réactives CR09) de la rétine, Locygène moléculaire (O) eut
réduit pur différentes oxydases. Lion superoxyde (O:) peut être réduit en peroxyde d’hydrogène (H202) dans une réaction catalysée par
la superoxyde dismutase (900). Le H 0 est détruit parla catalase (CAT) et parla glutathion peroxydase (GPx) en présence de glutathion
réduit (09H). La GPx peut aussi détoxifier les lipides peroxydés aeec la glutathion rédactase (OR) et le NADPH comme co-tacteur
Lorsqu’il est produit en excès, HrOu peut être réduit en présence de ter ferreux (Fe5) en radical hydroxyl (OH), le plus réactif des ROS.
La céruloplasmine (CP) contribue à la défense contre les ROS en oxydant Fe”en fer femque (Fe). Lorsque leur production est
simultanée, le monoxyde d’azote (NO’) et Oi se combinent et forment le très réactif peroxynitrite (ONOO’) qui peut ensuite se
décomposeree ‘OH (Adapté de Bonne, f998).
Dans la rétine prématurée, les enzymes antioxydantes incluant la SOD et la GPx
sont présentes à des niveaux plus faibles (Inder et aÏ., 1994). De plus, les enfants aux
prises avec une ROP active montrent une déplétion des stocks de GSH (Papp et aï.,
1999). Un niveau de GSH cellulaire élevé est associé à un potentiel redox réduit (tH2O2]
<0,7 iM) alors que la déplétion de G$H amène un état redox oxydé ([F1202] > 3 jiM)
(Schroeter et al., 2002).
Interactions entre le monoxyde d’azote et les espèces oxygénées réactives
L’ion superoxyde (O2) et le NO peuvent se combiner et former le peroxynitrite
(0N00) et son acide peroxynitreux (ONOOH). La production simultanée de NO et O2,
par l’intermédiaire de son ONOO (Ischiropoulos et al., 1992), augmente très nettement la
toxicité de O2 ou NO seul (Beckman, 1990; Beckman et al., 1990). Par exemple,
ONOO est responsable des dommages tissulaires lors de la reperfusion comme c’est le
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cas à la suite d’une ischémie cérébrale (Beckman, 1990; Dawson. 1994). En plus de son
effet cytotoxique sur la cellule endothéliale (Beckman et al., 1990; Wink et Mitcheil,
1998; Davis et al., 2001), 0N00 est un puissant oxydant capable de modifier plusieurs
acides aminés incluant la tyrosine, le tryptophane, la cystéine et la méthionine (Radi et
al., 1991; Alvarez et al., 1996; Alvarez et aÏ., 1999).
La formation de 3-nitrotyrosine sur la tyrosine liée à une protéine est importante
lorsqu’il y a présence simultanée de ROS et NO, une condition retrouvée lors du stress
oxydant menant à la vaso-oblitération rétinienne (Brooks et al., 2001; Beauchamp et aï.,
2004). La nitrotyrosine se retrouve partout dans la cellule, même au niveau mitochondrial
(MacMillan-Crow et al., 1996; Yamamoto et al., 2002). Considérant que la mitochondrie
est une source majeure de O2 et la récente découverte d’une NOS mitochondriale
(Giulivi et al., 1998; Ghafourifar et al., 2001), la formation de nitrotyrosine peut avoir un
effet important lors de dysfonctions endothéliales enclenchant des processus de mort
cellulaire faisant appel à la mitochondrie. Ce n’est pas tous les résidus tyrosines qui sont
des cibles potentielles pour la nitration. La sélectivité dépend de la composition, la
structure, la concentration intracellulaire, la localisation et l’interaction de la protéine
avec d’autres molécules (Ischiropoulos, 1998; Souza et aÏ., 1999). Des anticorps
spécifiques sont disponibles et la 3-nitrotyrosine est souvent utilisée comme un marqueur
de stress oxydant (Ischiropoulos. 1998).
Les dysfonctions protéiques dues à la 3-nitrotyrosine ont été démontrées pour
plusieurs protéines. La Mn-SOD est inactivée par la nitrotyrosine et contribue à
augmenter la concentration de O2 (MacMillan-Crow et aï., 1996). Dans la sclérose
latérale arnyotrophique, la nitrotyrosine affecte les neurofilaments provoquant une
112
diminution du transport axonal et induisant ainsi leur apoptose (Crow et al., 1997;
Estevez et al., 199$; Peluffo et al., 2004). Dans un modèle classique de la maladie de
Parkinson, la tyrosine hydroxylase est nitrotyrosinée et pourrait être responsable de la
baisse de la synthèse de catécholamines (Blanchard-Fillion et al., 2001). D’autres types
de nitration affectent d’autres protéines notamment la S-nitrosylation par l’attaque du
cation nitrosyle (NO) sur un groupement thiol (-SH). Cette modification peut aussi
affecter le fonctionnement de protéines comme le facteur de transcription NF-KB
(Reynaert et al., 2004) et les caspases. La S-nitrosylation pourrait participer à l’activation
de certaines cystéine-aspartate protéases (caspases) telles que la caspase-3 et la caspase-9
(Mannick et aÏ., 2001). Une diminution de l’activité protéase par S-nitrosylation est aussi
possible et protégerait de la mort cellulaire par inhibition des caspases (Li et al., 1 997a;
Tenneti et al., 1997).
Le monoxyde d’azote en tant qu’antioxydant
Dans les sections précédentes, les effets cytotoxiques du NO par son interaction
avec les ROS ont été décrits. Par contre, il semble que, selon la situation, le NO puisse
être cytoprotecteur ou cytotoxique (fig. 15, page 113) et plusieurs y voient un effet
dépendant de la dose. De faibles concentrations de NO seraient cytoprotectrices, alors
que des concentrations plus fortes seraient cytotoxiques (Dimmeler et al., 1997; Chiang
et aÏ., 2000; Wink et al., 2001). Le NO peut agir comme un désactiveur de radicaux libres
avec le radical hydroxyle (OH) et les complexes métalliques de hautes valences
(Halliweil, 1991). À des concentrations de NO biologiques, le NO peut terminer la
peroxydation lipidique en réagissant avec un radical peroxyle (LOO). En se liant à des
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complexes ferreux (Fe2), le NO forme un métal nitrosylé qui empêchera les peroxydes
d’interagir avec le complexe métallique et de former des ROS (Wink et al.. 2001). Enfin,
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Figure 15. Interactions entre le monoxyde d’azote et les espèces oxygénées réactives.
ion superoxyde; SOD, superoxyde dismutase; H2 02, peroxyde d’hydrogène; ROS,
espèces oxygénées réactives; NO, monoxyde d’azote; 0N00, peroxynitrite; 02,
oxygène moléculaire; GSH, glutathion réduit; GSSG, glutathion oxydé, N2 03, trioxyde
de diazole; RNS, espèces nitrosylées réactives (Adapté de nk, 1996).
Dans plusieurs cas, des traitements avec le NO ou des donneurs de NO se sont
avérés bénéfiques. Par exemple, un traitement avec le NO protège les hépatocytes contre
les peroxydes (Kim et aÏ., 1995). Dans les macrophages, le NO peut prévenir
l’assemblage de la NADPH oxydase qui est un grand contributeur de l’instauration d’un
stress oxydatif commun à différentes réactions immunitaires (Clancy et al., 1992). Le NO
produit de façon endogène ou par des agents pharmacologiques exogènes protège contre
l’ischémie-reperftision, au niveau du myocarde (Siegfried et aÏ., 1992; Ma et al., 1993),
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Depuis la première description de la nécrose par Virchow en 1858 (Virchow, 185$),
on s’intéresse aux processus impliqués dans la dégénération des cellules soit dans les
phénomènes physiologiques comme l’élimination des neurones superflus lors du
développement ou dans les phénomènes pathologiques en répnse à l’ischémie comme
c’est le cas lors de l’infarctus du myocarde ou encore tout autre stimulus endogène ou
exogène capable de provoquer la mort cellulaire. Historiquement, on a défini deux types
de mort cellulaire la nécrose et l’apoptose (Kerr et al., 1972). La situation actuelle
semble tout autre puisque certains prônent l’idée qu’il y aurait autant de types de mort
cellulaires que de types cellulaires (Lockshin et Zakeri, 1991), alors que d’autres pensent
que les caractéristiques de la mort cellulaire dépendent du type de stimulus (Schwartz et
al., 1993).
Les termes « apoptose» et «nécrose»
La racine du terme «apoptose » nous vient du grec et signifie <f chute des feuilles»
faisant allusion au phénomène cyclique de la chute des feuilles automnales et suggérant
une mort douce, orchestrée et prévisible dans la limite où l’on connaît l’élément
déclencheur. Alors que le terme apoptose est accepté par tous, le terme nécrose pose
quelques problèmes. Les cellules nécrotiques montrent toutes un gonflement cellulaire et
l’on devrait donc appeler le phénomène «oncose» qui signifie «gonflement». Ce terme
a été d’abord proposé par von Recklinghausen en 1910, puis récemment par Majno et
ions en 1995 (von Recklinghausen, 1910; Majno et Joris, 1995) et caractérise toutes les
cellules ayant une mort due à l’ischémie. Alors que le terme oncose est plus descriptif, le
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terme nécrose fait plutôt état de constatation d’une finalité qui peut être commune tant à
l’oncose qu’à l’apoptose (Majno et Joris, 1995).
L’apoptose
L’apoptose est marquée par une perte de volume, une condensation et une
margination de la chromatine, une fragmentation de l’ADN de façon spécifique à environ
chaque 185 paires de bases et un
bourgeonnement (budding) de la
membrane plasmique La cellule ,_.— j- )
Oncose Arotose
apoptotique se divise en corps I 1’
apoptotiques constitues d’organelles k O I
‘ j
intactes et de materiel nucleaire, le tout
Blebbing 4’
Bourgeonnement
entoure par une membrane plasnuque . -
(i
intacte (Fig 16) Les corps apoptotiques -
t /
sont ensuite phagocytés par des -; _—J 4,4’ Nécrose
macrophages ou des cellules non
spécialisées avoisinantes (Kerr et aï.,
‘.
1972). De façon générale, les Phagocose, Phagocose par les
inflammation macrophages ou les
cellules avoisinantes
macrophages reconnaissent les corps
Figure 16. Morphologie de loncose et de lapoptose (Adapté de
Majno et Joris 1995). I
apoptotiques par l’expression de -
phosphatidylsérines sur la surface externe nonrialement exprimées sur la surface interne
de la membrane plasmique (fadok et aï., 1992), mais peuvent aussi les reconnaître par
l’expression du récepteur vitronectine ou de certains carbohydrates (Duvali et aÏ., 1985;
Savili et aï.. 1990). Par contre, les corps apoptotiques ne sont pas toujours reconnus et
phagocytés par les macrophages et les cellules présentent alors les caractéristiques de
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l’oncose qu’on qualifiait de «nécrose apoptotique », le tout sans qu’il n’y ait de réaction
inflammatoire probablement parce que la concentration des molécules chémoattractantes
est trop faible pour déclencher la cascade inflammatoire (Majno et Joris, 1995).
L’apoptose est un phénomène de plus en plus étudié depuis que Ellis et Horvitz en
1986 (Ellis et Horvitz, 1986) ont mis en évidence les 10 gènes responsables de la mort
cellulaire d’exactement 131 cellules sur les 1090 que compte le nématode e. eÏÏegans. Ces
gènes trouvent leur équivalent chez les vertébrés et codent pour des protéines qui, une
fois activées, agissent en tant que caspases sur plusieurs substrats. Jusqu’à présent, on
compte 14 caspases qui sont synthétisées sous forme de proenzyme qu’un signal en aval
convertit en protéases matures. Parmi ces caspases, les caspase-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10 et
—14 sont des caspases initiatrices et sont activées par une autoprotéolyse induite par une
oligomérisation (Yang et al., 199$), tandis que caspase-3, -6 et —7 sont des caspases
exécutrices et sont activées par plusieurs protéases incluant les caspases initiatrices.
Trois mécanismes majeurs mènent à l’activation des caspases 1) l’interaction
ligand-récepteur et l’activation subséquente de caspase-$; 2) un mécanisme mitochondrial
menant à l’activation de la caspase-9 et 3) un mécanisme impliquant le réticulum
endoplasmique et une activation de la caspase-12 (Nakagawa et al., 2000). Tous ces
mécanismes mènent à l’activation de la caspase-3 qui est responsable de la plupart des
caractéristiques morphologiques de la cellule apoptotique (Shiokawa et al., 1997). Elle
coupe plusieurs protéines incluant la poly (ADP)-ribose polymérase (PARP). La PARP
est une des premières enzymes affectées à la réparation et activées lorsqu’il y a dommage
à l’ADN cellulaire (Shall et de Murcia, 2000), spécialement lors d’un stress oxydatif (von
Kobbe et al., 2003).
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Mécanisme médié par Ï ‘interaction ligand-récepteur
Le ligand fas sur son récepteur Fas et TNF sur le récepteur TNFR1 peuvent
activer la caspase-8 et déclencher la cascade d’activation des caspases. Chaque récepteur
contient un domaine de transduction du signal apoptotique appelé death domain (DD) qui
une fois activé par la liaison du ligand au récepteur lie un domaine associé (Fas
Associated Death Domain: FADD pour fas et TNFR1 Associated Death Domain:
TRADD pour TNFR1) et permet une configuration qui liera la procaspase-8 et l’activera.
La cascade se poursuit ensuite avec l’activation de la procaspase-3 en caspase-3 (Van
Cruchten et Van Den Broeck, 2002). Récemment, il a été démontré que la liaison de fas à
certains de ses récepteurs ne produit aucune transduction de signal et n’ induit aucune
apoptose. Ces leurres (decoy receptors: DcR) sont présents dans les tissus normaux et
protégeraient de l’apoptose (Ashkenazi et Dixit, 1999).
Mécanismes mitochondriaux
Dans certaines circonstances, une autre voie d’activation des caspases menant à
l’apoptose implique une dysfonction mitochondriale qui se traduit par: une perte du
potentiel transmembranaire interne (iJm), un découplage de la chaîne respiratoire et
accompagné d’une baisse des niveaux d’AI? et d’une surproduction de O2, une
déplétion des stocks de GSH et NADPH et une sortie massive de Ca2 (Kroemer et aï.,
1998). Ceci entraîne la rupture de la membrane externe mitochondriale et la relâche dans
le cytosol des facteurs proapoptotiques (fig. 17, page 120). La relâche de la protéine
cytochrome c est le point central de ce mécanisme mitochondrial (Bosca et Hortelano.
1999; Mathieu et al.. 1999). Elle est localisée sur la face interne mitochondriale, de même
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que dans l’espace intermembranaire (Hirsch et al., 1997). Le cytochrorne c est un
membre important de la chaîne de transport des e impliquée dans la production d’ATP.
Durant l’apoptose, le cytochrome c est relâché dans le cytosol (Hirsch et al., 1997) et se
lie à l’Apoptotic protease activatingfactor (APAF)-1 et forment ensemble un complexe
qui, avec dATP, active la procaspase-9 en caspase-9 (Li et al., 1997c). Ce complexe
apoptogéniques appelé apoptosome active la procaspase-3 en caspase-3 (Green et
Kroemer, 1998).
La relâche du cytochrome c est régulée par les gènes de la famille Bd-2. Dans
cette famille on retrouve bd-2, bcl-xL, bcl-x, bax, bid et bad. Bd-2 et bcl-xL qui inhibent
l’apoptose, alors que bcl-x, bax, bid et bad la stimulent. Il semble que le ratio des
produits de la transcription bax/bcl-2-bcl-xL détermine si le cytochrome c est relâché ou
non (Rosse et aï., 199$). Bdl-2-bcl-xL et bax agiraient au niveau de la perméabilité
mitochondriale sur un canal appelé mitochondrial perrneabilitj’ transition pore (MPT)
(Green et Kroemer, 1998; Marzo et aï., 199$). Il s’agit d’un complexe protéique se
formant au site de contact de la membrane mitochondriale externe et de la membrane
, . , 2-mitochondnale interne. L ouverture du pore cause une entree massive d ions dont le Ca
et un gonflement de la mitochondrie. Le gonflement brise la membrane externe, mais pas
la membrane interne qui possède une surface plus grande. Plusieurs stimuli peuvent
induire l’ouverture du MPT dans plusieurs modèles de mort cellulaire. Parmi ceux-ci on
compte les ROS, le NO et des concentrations supraphysiologiques de Ca2 (Zoratti et
Szabo, 1995; Bernardi et Petronilli, 1996), ce qui a amené l’hypothèse selon laquelle le
MPT serait un mécanisme de défense contre une surcharge cellulaire de Ca2 (Crompton,
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2000). L’influx d’ions est responsable de la perte du ANJm (Marzo et al., 1998). La
cyclosporine A bloque de façon spécifique l’ouverture du MPT en se liant à la
Voies de dommages Voies de signaux de
cellulaires p531p73 transduction




Figure 17. Rôle de la mitochondrie lors de tapoptose. Plusieurs mécanismes amènent la mitochondrie
à relâcher le cytochrome c, un médiateur pro-apoptotique qui participe à la formation de tapoptosome
qui active la caspase effectrice (caspase-3) et destinera la cellule à tapoptose. [Ca2j,, calcium
intracellulaire; potentiel membranaire mitochondriale; MPT, pore de perméabilité transitoire
mitochodriale; Apaf-1 apoptotic protease activating factor-1 (Adapté de Green et Kromer, 1998).
cyclophiline D se trouvant sur la face externe du pore stabitisant ainsi le tWm (Kroemer et
al., 199$). Les antioxydants et les inhibiteurs de la formation de ROS se sont aussi
montrés efficaces pour inhiber l’ouverture MPT et bloquer la mort cellulaire (Lemasters
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Par contre, l’ouverture du MPT n’est pas unique à l’apoptose et peut aussi se
produire lors du processus oncotique et même lors de l’autophagie (Kroemer et aÏ., 1995;
Kroemer et aÏ., 1997; Lemasters et aÏ., 1998). De plus, le MPT pourrait aussi être
indirectement activé par la caspase-8, habituellement typique d’une interaction ligand
récepteur de mort cellulaire. La caspase-8 est capable d’activer la protéine proapoptotique
bid de la famille bd-2 localisée sur la membrane externe de la mitochondrie et mener à la
relâche du cytochrome c et l’activation de la caspase-9 (Li et al., 1 99$a).
Mécanisme médié par le réticutum endoplasmique
Un troisième mécanisme a récemment été identifié à l’aide d’une souris knock-out
pour le gène de la caspase-12 (Nakagawa et aÏ., 2000). La caspase-12 est localisée dans le
RE et est activée par différents stress qui peuvent affecter le RE comme un
débalancement dans l’homéostasie du Ca2 et une accumulation de protéines dans le
réticulum. Bien que d’autres caspases puissent être activées comme c’est le cas à la suite
de l’activation initiale de la caspase-12, cette dernière se suffit à elle-même pour
déclencher une mort ayant les caractéristiques de l’apoptose (Nakagawa et al., 2000).
Autophagie
Un autre type de mort cellulaire qui peut présenter des caractéristiques de
l’apoptose, est l’autophagie. L’autophagie est d’abord un phénomène physiologique par
lequel les organelles sont recyclées ou par lequel une cellule privée de nutriments peut
retarder l’apoptose ou l’oncose en s’alimentant de sa propre substance (Seglen et Bohley,
1992). Les organelles sont séquestrées dans un lysosome, un compartiment riche en
hydolases capables de cliver les protéines, lipides, acides nucléiques et les carbohydrates
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(Klionsky et Emr, 2000). Habituellement, comme c’est le cas lors de l’autophagie des
segments externes des photorécepteurs (Reme et al., 1999), le phénomène n’est pas
associé à la mort cellulaire. Par contre, il peut arriver qu’une cellule meurt par autolyse
comme c’est le cas des cellules MCf-7 de carcinome du sein traitées avec le tamoxifen
(Bursch et aÏ., 1996). Lors de cette autophagie globale, il y formation d’un
autophagosome, une vacuole à double membrane dérivée de zones du RE dépourvues de
ribosomes (Dunn, 1990a). La vacuole s’acidifie et des lysosomes fusionnent avec
l’autophagosome. La vacuole mature et devient un autolysosome à membrane simple
(Dunn, 1 990b). Durant cette mort, les mitochondries et le RE sont souvent dilatés, de
même que l’appareil de Golgi. Il y a une condensation nucléaire, mais pas aussi
remarquable que dans l’apoptose. La membrane plasmique perd sa fonction et des blebs
apparaissent comme lors de l’oncose. Lors de l’autophagie, l’activation des caspases est
possible et peut contribuer à la mort cellulaire (Camougrand et aÏ., 2003).
L’oncose
L’oncose est caractérisée par le gonflement de la cellule et des organelles, du
bÏebbing et une augmentation de la perméabilité membranaire (fig. 16, page 116) par des
mécanismes basés sur la défection des pompes ioniques (Na/K ATPase) de la
membrane plasmique. L’oncose est causée par des agents toxiques, l’ischémie ou tout
autre agent capable d’interférer avec la production d’ATP et la perméabilité membranaire
menant à la fragmentation non spécifique de l’ADN, une disparition du noyau (caryolyse)
et finalement à la lyse cellulaire habituellement suivie d’une réaction inflammatoire
(Wyllie et al., 1980). Le gonflement de la cellule et les mécanismes y menant ne sont pas
bien connus et l’oncose pourrait avoir plusieurs points communs avec l’apoptose puisque
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l’oncose est souvent accompagnée par la condensation de la chromatine et qu’une
surexpression de bd-2 peut protéger les cellules neurales d’une mort oncotique causée
par une déplétion de GSH (Kane et aÏ., 1995). Dans une lignée de cellules Junkat (JB-6)
déficientes en caspase-$, la multimérisation forcée de la protéine associée FADD à FAD
induit une mort indépendante des caspases sans ftagmentaton de l’ADN, fragmentation
ou condensation de la cellule et du noyau, mais avec un gonflement cellulaire typique de
l’oncose (Kawahara et al., 199$). Un autre phénotype similaire à l’apoptose, mais pas
identique dans l’oncose est le blebbing par opposition au bourgeonnement (budding)
observé dans l’apoptose. Les blebs sont typiques de la mort oncotique. Ils sont remplis de
fluides et habituellement dénués d’organelles. Ils se forment à partir de la membrane
plasmique déjà gonflée et prête à éclater; les blebs sont vraisemblablement dus à une
dysfonction entre la membrane plasmique et le cytosquelette et peuvent être réversibles
(Majno et Joris, 1995).
Alternatives à l’apoptose et à l’oncose
D’autres morts cellulaires s’apparentant à l’apoptose ont été mises en évidence,
notamment celles impliquant le granzyme B, une sérine protéase et la calpaïne, une
cystéine protéase dépendante du Ca2 (Heusel et al., 1994; Alimonti et al., 2001; Gil
Parrado et aÏ., 2002). Ces voies sont moins classiques et peu connues.
Méthodes de détection de la mort cellulaire
L’oncose ou une cellule nécrotique peut facilement être identifiée par des
colorants nucléaires imperméables à la membrane plasmique. C’est le cas avec l’iodure
de propidium (PI) qui marque l’ADN des cellules perméabilisées par la perte d’intégrité
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et peut être observé en microscopie à fluorescence. Les cellules marquées témoignent
d’une membrane plasmique endommagée comme c’est le cas lors de la lyse de la
membrane plasmique commune aux cellules oncotiques (Nieminen et al., 1992). Un autre
marqueur de l’ADN couramment utilisé est le Hoescht 33342 qui lui par contre est
perméable aux membranes et se lie donc à l’ADN de toutes les cellules mortes et
vivantes. Il permet de faire ressortir selon l’intensité du marquage, la condensation de
l’ADN dans les cellules apoptotiques. Par contre, cette méthode ne doit pas être utilisée
seule, car certaines cellules oncotiques peuvent aussi présenter une certaine forme de
condensation (Columbano, 1995). En plus de permettre la liaison du PI, la lyse de la
membrane cellulaire permet la mesure de l’activité d’une enzyme cytolsolique, la
déshydrogénase lactique (LDH). En fournissant au milieu extra cellulaire le substrat de
l’enzyme, il est possible d’évaluer l’activité de la LDH qui est proportionnelle à
l’importance de la lyse cellulaire (Allain et al., 1973).
La viabilité cellulaire peut être facilement et rapidement évaluée par un essai
MTT. Le 3-(4,5-dimethyÏ thiazol-2yl)-2,5-dihenyt tetrazolium bromide (MTT) est un sel
de tétrazolium que la mitochondrie transforme par des déshydrogénases succiniques dans
les cellules viables laissant des cristaux de formazan de couleur pourpre insolubles dans
l’eau (Mosmann, 1983; Hamid et aÏ., 2004). Une fois solubilisés dans une solution
d’éthanol acidifiée, les cristaux peuvent être quantifiés au spectrophotomètre.
Par immunobuvardage de type Western, il est possible de mettre en évidence
l’activité des caspases pour certains substrats, par exemple les autres caspases, la lamine
et PARP. Malheureusement, cette technique n’a pas l’avantage d’être très spécifique, car
elle englobe toute une population cellulaire et dilue donc considérablement le signal
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(McCarthy et Evan, 1998). La formation d’échelle (Ïadder formation) présentée par les
fragments d’ADN internucléosomal peut aussi être mise en évidence sur gel
d’électrophorèse ou in situ par la méthode de Terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTF Nick End Labeling (TUNEL). Des dUTP marqués sont enzymatiquement
couplés aux extrémités 3’-OH des fragments d’ADN et peuvent ainsi être détectés
immunohistochimiquement (Gavrieli et aÏ., 1992). Par contre, il faut utiliser ces méthodes
avec une certaine réserve, car les phénomènes qui y sont mis en évidence ne sont pas
toujours entièrement exclusifs à la mort apoptotique (Dong et al., 1997; Saikumar et al.,
1999).
Finalement, la cytofluométrie en flux (FACS) permet de trier une population
cellulaire sur les bases de leur liaison à une sonde fluorescente. Typiquement le FACS
sert à détecter la phosphatidylsérine (PS) localisée sur le côté exterme des membranes
plasmiques des cellules apoptotiques. L’annexine V marquée d’une fluorochrome se lie à
P5 et en permet la détection (Vermes et al., 1995). Par contre, l’aimexine V peut aussi
pénétrer la cellule perméabilisée et se lier à la P5 localisée sur la face interne de la
membrane plasmique (Saikumar et al., 1999). C’est pour cette raison qu’un double
marquage avec PI est souvent utilisé pour identifier les cellules ayant perdu l’intégrité de
la membrane plasmique (Brush, 2000).
Mort cellulaire induite par le stress oxydatif
Les ROS comme le H202, 0H et 02 sont connus pour les dommages qu’ils
peuvent causer à l’ADN chromosomal et aux autres composantes cellulaires résultant en
dégradation de l’ADN, dénaturation protéique et peroxydation lipidique.
Malheureusement, les mécanismes impliqués dans ces phénomènes ne sont pas
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complètement compris. La plupart des agents produisant des ROS induisent une mort
apoptotique en causant une peroxydation lipidique et des dommages à l’ADN (Higuchi et
Matsukawa, 1997). Durant une hyperoxie, la dégénérescence de la vascularisation
rétinienne a été associée à une apoptose qui peut être empêchée par le VEGf tAlon et al.,
1995) selon une voie de signalisation impliquant P13-KIAkt activant dans la transduction
de signaux de survie cellulaire (Karsan, 199$; Carmeliet et al., 1999). Dans d’autres
situations, les ROS, le NO et les hydroperoxydes se sont avérés d’importants médiateurs
de la cytotoxicité dont l’apoptose de cellules neurales (Greenlund et al., 1995; Slater et
al., 1995; Jacobson, 1996). Parmi les défenses antioxydantes de l’organisme, le GSH est
le plus important. Une déplétion intracellulaire du GSH par le L-buthionine-(S,R)
sulfoximine (BSO) ou le glutamate par exemple, cause l’apoptose (Pereira et Oliveira,
1997). La déplétion du GSH cause un dérangement dans la membrane plasmique qui
relâche la PLA2 et la PLC (Beetens et Herman, 1983). Dans ces conditions, l’ajout
exogène d’AA occasionne une peroxydation lipidique qui transforme l’apoptose en cours
en oncose (Higuchi et Yoshimoto, 2002). Le GSH et la glutathion peroxydase (GPx),
chargés de transformer H2O2 en H20, jouent un rôle majeur en contrôlant l’état redox de
la cellule et en étant le mécanisme de défense primé pour protéger la cellule des
dommages causés par les ROS; aussi certains vont même jusqu’à suggérer que la
formation d’hydroperoxydes dans les tissus endommagés est sous le contrôle presque
exclusif des niveaux de GSH (Higuchi, 2003).
CHAPITRE 2
Hypothèse, modèle et études expérimentales
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Formulation de l’hypothèse
La rétinopathie du prématuré (ROP) est une maladie multifactorielle dont la
pathogenèse est majoritairement inconnue. La toxicité de l’oxygène à forte dose est un
phénomène reconnu qui participe à la vaso-oblitération rétinienne caractérisant la
première phase de la ROP. La rétine représente un tissu particulièrement sensible au
stress oxydant. Elle a un taux de consommation d’oxygène très élevé et rapide, même en
condition normoxique propice à la formation de ROS (Rodieck, 1973). La rétine a le plus
haut taux d’acides gras polyinsaturés (PUFA) de tous les tissus (Daemen, 1973). Par les
doubles liaisons qui les caractérisent, les PUFA sont les substrats de choix pour la
peroxydation par les ROS et la lumière est un initiateur connu de la formation de radicaux
oxygénés (Delmelle, 1979). La prématurité vient compliquer la situation, car la rétine
immature n’est pas préparée à faire face à un stress oxydatif de grande importance.
Plusieurs enzymes et antioxydants ne sont pas présents en quantité suffisante pour réduire
le stress (Smith et aï., 1992: Behndig et aï., 1998; Chen et aï., 1999) et les prématurés ne
sont pas capables de réguler leur synthèse à la hausse comme c’est le cas normalement
pour la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la gluthation peroxydase chez le sujet
mature (Frank et Sosenko, 1991).
Les mécanismes par lesquels un stress oxydatif induit une cytoxicité au niveau de
la cellule endothéliale sont inconnus, mais impliquent sûrement des RO$ puisqu’elles
sont produites et causent la peroxydation lipidique (Tripathi et Tripathi, 1984; Penn,
1990; Penn et aï., 1997) et puisqu’une supplémentation en vitamine E réduit la sévérité
de la ROP (Phelps et Rosenbaum, 1977; Penn et aÏ.. 1992). Il a été démontré que
l’atténuation de la phase de vaso-oblitération entraîne moins d’ischémie et de
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néovascularisation, cette dernière envahissant le corps vitré et cause les séquelles
associées à la ROP (Penn et al., 1994; Brooks et al., 2001). Durant un stress oxydatif, le
facteur d’agrégation plaquettaire (PAF) et le thromboxane A2 (TXA2) sont produits en
quantité abondante, mais la vaso-oblitération s’effectue avant qu’il y ait agrégation
plaquettaire ou début de réaction inflammatoire (Beauchamp et aï., 2001; Beauchamp et
al., 2002). Chez le nouveau-né et particulièrement chez le prématuré, le NO est produit
de manière plus importante. La NO synthase (NOS) est surexprimée et son action
relaxante est plus importante que chez l’adulte. Au niveau de la choroïde, ce phénomène
participe à l’augmentation des débits sanguins et contribue à augmenter le stress oxydatif
au niveau de la rétine (Hardy et aL, 1 996b), alors que le NO produit dans la rétine peut
interagir avec les ROS pour former un stress nitrosatif toxique.
L’hypothèse de travail est la suivante: le thromboxane A2, le facteur
d’activation plaquettaïre et le monoxyde d’azote, autrement que par leurs effets
vasomoteurs, sont d’importants médiateurs de la vaso-oblitération rétinienne telle
qu’observée lors de la rétinopathie induite par l’oxygène, et ce, par des mécanismes
impliquant un stress oxydant et nitrosatif.
Modèle expérimental
Les expériences effectuées pour les besoins de cette thèse ont été faites en
utilisant le modèle de rats nouveau-nés exposés à 80 % d’oxygène durant une période
continue pouvant aller de 2 à 9 jours. À la naissance, le rat nouveau-né présente une
vascularisation rétinienne équivalente à celle d’un foetus humain de 24 à 26 semaines
(Ricci, 1990). Chez le rat comme chez l’humain, les vaisseaux rétiniens proviennent du
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mésenchyme et forment deux couches de capillaires, une superficielle qui est
complètement formée vers Pli, alors qu’une couche plus profonde se développe jusqu’à
P15 (Henkind et DeOliveira, 1967). Le rat a donc en commun avec l’humain et les
primates, le développement du réseau sanguin rétinien, impliquant des types cellulaires
semblables, à partir de l’artère rétinienne centrale qui émerge du nerf optique.
L’hyperoxie chez le rongeur est un très bon modèle de rétinopathie ischémique, c’est le
plus proche de la ROP humaine, et il mime aussi certains aspects cliniques de la
rétinopathie diabétique (Campochiaro, 2000).
Toutes les expériences effectuées sur les animaux ont été préalablement
approuvées par le comité d’éthique du Centre de Recherche de l’Hôpital Ste-Justine.
Certaines drogues et techniques utilisées lors de ces expériences ont été décrites dans le
chapitre 1. Celles qui ne l’auraient pas été, le sont dans les prochains chapitres qui
décrivent en détails, les études expérimentales résumées ci-dessous.
Les études expérimentales
1) Beauchamp, M. H., Sennlaub, f., $peranza, G., Gobeil, f. Jr., Checchin, D.,
Kermorvant-Duchemin, E., Abran, D., Hardy, P., Lachapelle, P., Varma, D. R., and
Chemtob, S., Redox-dependent effects of nitric oxide on microvascular integrity in
oxygen-induced retinopathy, free Radie Biol Med 37: 1885-1894 (2004).
Les données expérimentales récoltées in vivo et ex vivo démontrent que, dans la
rétine, pendant toute la période de l’hyperoxie, l’expression de NOS demeure augmentée,
et ce, principalement au niveau de la vascularisation (eNOS). Durant une hyperoxie de
courte durée, les systèmes enzymatiques antioxydants sont moins performants et sont
responsables de l’augmentation des produits de peroxydation et des espèces nitrogénées
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réactives. Dans une hyperoxie à long terme, on assiste à une normalisation des niveaux
d’antioxydant et des indicateurs de stress oxydatif. Ainsi, dans le modèle animal de
rétinopathie induite par l’oxygène, l’inhibition à court terme de NOS est bénéfique alors
qu’elle empire la vaso-oblitération à plus long terme. Ce phénomène est corrélé par une
expression de VEGFR-2 augmentée durant l’hyperoxie à court terme en présence de
l’inhibiteur de NOS et une expression déficiente à long terme dans les mêmes conditions.
Le NO semble donc être cytotoxique lors de l’hyperoxie à court terme alors qu’à long
terme il semble être cytoprotecteur. Dans les deux cas, des désactiveurs de radicaux libres
ou d’espèces nitrogénées réactives ont un effet bénéfique.
2) Beauchamp, M. H., Martinez-Bermudez, A. K., Gobeil, F., Jr., Marrache, A. M., Hou,
X., Speranza, G., Abran, D., Quiniou, C., Lachapelle, P., Roberts, J., 2’’, Almazan, G.,
Varma, D. R., and Chemtob, S. Role of thromboxane in retinal microvascular
degeneration in oxygen-induced retinopathy, JAppi PhysioÏ 90 2279-228$ (2001).
Les données expérimentales démontrent que le thromboxane A2 est produit en
quantité abondante dans la rétine lors d’un stress oxydatif Les études in vivo par
l’utilisation du modèle animal de rétinopathie induite par l’oxygène chez le rat nouveau-
né démontrent que le thromboxane participe à la vaso-oblitération rétinienne puisqu’un
antagoniste du récepteur TP de même qu’un inhibiteur de la synthèse de thromboxane
préviennent une partie de la destruction microvasculaire. Les études ex vivo et in vitro ont
aidé à caractériser cette cytotoxicité du thromboxane qui est fonction du dosage et de la
durée d’exposition. Les autres prostaglandines vasoconstrictrices ne causent pas de
toxicité et la mort cellulaire présente une double spécificité elle est spécifique aux
cellules endothéliales de type neuronal. L’isoprostane $-iso-PGF2 , un marqueur de
peroxydation augmente en fonction de la concentration de TXA2. Dans ce qui semble être
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une boucle de rétroaction positive, le 8-iso-PGF2 a un effet cytoxique sur les cellules
endothéliales médié par une synthèse de TXA2. Le processus de mort cellulaire
endothéliale s’enclenche dans les quatre heures suivant la mise en contact des cellules
avec le thromboxane et est à son maximum entre 24 et 48 heures. La mort cellulaire ne
présente pas les caractéristiques de l’apoptose autre que sa durée, alors que l’intégrité de
la membrane plasmique semble être atteinte.
3) Beauchamp, M. H., Marrache, A. M., Hou, X., Gobeil, F., Jr., Bemier, S. G.,
Lachapelle, P., Abran, D., Quiniou, C., Brault, S., Peri, K. G., Roberts, J., 2, Almazan,
G., Varma, D. R., and Chemtob, S. Platelet-activating factor in vasoobliteration of
oxygen-induced retinopathy, Invest OphthalmoÏ Vis Sel 43 : 3327-3337 (2002).
Tout comme le TXA2, le PAF est abondamment produit durant un stress oxydatif.
Dans le modèle in vivo de vaso-oblitération, un bloqueur du PAFR prévient une partie de
la dégénérescence microvasculaire. Les études ex vivo et in vitro sur des microvaisseaux
et les cultures cellulaires nous permettent de conclure que la cytotoxicité du PAF présente
les mêmes caractéristiques que celles imputées au TXA2. Cette similitude vient du fait
que la mort cellulaire endothéliale causée par le PAF est dépendante d’une synthèse de
TXA2 proportionnelle à celle du PAF. La mort induite par le PAF-TXA2 montre une
indépendance vis-à-vis les caspases malgré des indicateurs propres habituellement à
l’apoptose.
Trois articles forment les trois prochains chapitres. Les trois articles sont publiés. Ci-
dessous, se trouve la référence complète de ces articles.
Chapitre 3 Beauchamp, M. H., Sennlaub, F., Speranza, G., Gobeil, F. j., Checchin,
D., Kermorvant-Duchemin, E., Abran, D., Hardy, P., Lachapelle, P.,
Varma, D. R., and Chemtob, S., Redox-dependent effects of nitric oxide
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on microvascular integrity in oxygen-induced retinopathy, Free Radie Biol
Med 37:1885-1894 (2004).
Chapitre 4 Beauchamp, M. H., Martinez-Bermudez, A. K., Gobeil, F., Jr., Marrache,
A. M., Hou, X., Speranza, G., Abran, D., Quiniou, C., Lachapelle, P.,
Roberts, J., 2’, Almazan, G., Varma, D. R., and Chemtob, S. Role of
thromboxane in retinal microvascular degeneration in oxygen-induced
retinopathy, JAppÏ Physiol 90, 2279-2288 (2001).
Chapitre 5 Beauchamp, M. H., Marrache, A. M., Hou, X., Gobeil, f., Jr., Bemier, S.
G., Lachapeïle, P., Abran, D., Quiniou, C., Brault, S., Peri, K. G., Roberts,
J., 2, Almazan, G., Varma, D. R., and Chemtob, S. Platelet-activating
factor in vasoobliteration of oxygen-induced retinopathy, Invest
OphthalmoÏ Vis Sel, 43, 3327-3337 (2002).
CHAPITRE 3
Les effets du monoxyde d’azote sur l’intégrité
microvasculaire sont redox-dépendants lors de la
rétinopathie induite par l’oxygène
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Abrégé
Opposing effects have been ascribed to NO on retinal microvascular survival. We
investigated if changes in the redox state may contribute to explain apparent conificting
actions of NO in a model of oxygen-induced retinal vasoobliteration. Retinal
microvascular obliteration was induced by exposing 7 day old rat pups (P7) for 2 or 5
days to 80% 02. The redox state of the retina was assessed by measuring reduced
glutathione, and oxidative and nitrosative products malondialdehyde and nitrotyrosine.
The foie of NO on vasoobliteration was evaluated by treating animais with NOS
inhibitors (L-NA) and by determining NOS isoform expression and activity; the
contribution of nitrosative stress was also detennined in animais treated with the
degradation catalyst of peroxynitrite FeTPP$ or with the superoxide dismutase mimetic
CuDIPS. eNOS, but flot nNOS or iNOS, expression and activity were increased
throughout the exposure to hyperoxia. These changes were associated with an early (2
days hyperoxia) decrease in reduced glutathione, and an increase in malondialdehyde and
nitrotyrosine. CuDIPS, feTPP$ and L-NA treatments for these 2 days of hyperoxia
nearly abolished the vasoobiiteration. In contrast, during 5 days exposure to hyperoxia
when the redox state rebalanced, L-NA treatment aggravated the vasoobiiteration.
Interestingly, VEGFR-2 expression was respectiveiy increased by NOS inhibition after
short-term (2 days) exposure to hyperoxia and decreased during the longer hyperoxia
exposure. Data disclose that the dual effects of NO on newbom retinal microvascular
integrity in response to hyperoxia in vivo depend on the redox state and seem mediated at




Ischemic proliferative retinopathies such as retinopathy of prematurity tROP) and
of diabetes are characterized by a vasoobliterative phase leading to vascular rarefaction,
which as a resuit of inner retinal hypoxia predisposes in turn to a vasoproliferative phase.
The sensitivity of retinal microvascular endothelium to relatively high oxygen tension is
particularly pronounced in the developing subject [1-4]. A notable mechanism implicated
in oxygen-induced cytotoxicity relates to oxidative stress. Several lines of evidence point
to a role for oxidant stress in the genesis of vasoobliteration in ROP. 1) Impaired
antioxidant defenses represented by a decreased ratio of reduced to oxidized glutathione
is observed in subjects who develop ROP [3] ; 2) exposure to oxygen significantly
reduces levels of Cu,Zn superoxide dismutase (SOD) activity in the retina [4] , and more
importantly triggers peroxidation [5]; and 3) antioxidant supplementation attenuates the
retinopathy in animal models [4,6,7] as well as in humans [8].
Interestingly, the free radical nitric oxide (NO) can exert either cytoprotective or
cytotoxic effects on endothelium [9-17]. Accordingly, consistent with reports in other
tissues [18-20] a role for NO generated from endothelial (eNOS) as well as inducible
(iNO$) isoforms of NO synthase (NOS) has been invoked in retinal vasoobliteration [21]
as well as neovascularization [22,23]. Although, it is generally assumed that higher
concentrations of NO are associated with cytotoxicity [9,17,24] expression of the high
NO-generating iNOS has been found to correlate positively with vascular density in
colorectal and breast carcinomas [16,25].
However, there is increasing evidence that the reaction product of superoxide
(O2) with NO notably peroxynitrite, partakes in endothelial toxicity [9,17,24,26]. Upon
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hyperoxia exposure of newbom mice either eNOS-deficient or treated with the NOS
inhibitor L-NA from postnatal day (P) 7 to P9 one observes diminished nitration products
of peroxynitrite and retinal vasoobliteration [21]; of note, such short-term exposure to
hyperoxia reduces SOD activity [4]. On the other hand, more prolonged exposure to
hyperoxia surprisingly reverses the vasoobliteration leading to accelerated
revascularization [27], possibly due to a waning of the oxidative stress as glutathione
generation augments [2$]. Thus the deleterious or beneficial actions of NO on retinal
microvasculature in response to hyperoxia might depend on the respective levels of other
free radicals such as O2 and the redox balance. We therefore hypothesized that NO in
the presence of a redox potential shifted towards an oxidative environment, such as when
O2 concentrations are relatively high, elicits detrimental nitrosative stress to the retinal
microvasculature in vivo; while comparable concentrations of NO when the redox
balance is shified towards a reduced environment favors endothelial celi survival.
Hence, we investigated the time-dependent changes and role of NO and redox
state in relation to retinal vasoobliteration in a rat pup model of oxygen-induced
retinopathy. Our resuits indicate that upon exposure to hyperoxia an increase in NO along
with a short-term oxidative shifi in redox state is observed in the retina relatively depleted
of microvasculature. Normalization of the redox potential by SOD mimetics, by
enhancers of peroxynitrite degradation, or by NOS inhibition prevented the retinal
vasoobliteration. However, upon longer duration of exposure to hyperoxia the redox state
rebalanced and NOS inhibition aggravated the vasoobliteration. Respective sequential
increases and decreases in the expression of vascular endothelial growth factor receptor
(VEGFR)-2 were observed following NOS inhibition. Our findings reveal that the redox
139
potential is an essential determinant of the effects of NO on retinal microvasculature in
vivo, which seem mediated at least in part by VEGfR-2; observations highlight that the
use of NOS inhibitors in this condition must take into account the delicate balance
between the dual actions of NO on retinal microvascular integrity.
Matériels et méthodes
Animal preparation
Newborn Sprague-Dawley rats (Charles River, St-Constant, Québec) were used
according to a protocol of Ste-Justine Hospital Research Center Animal Care Committee.
Oxygen-induced retinopathy was induced in newbom rats according to an established
protocol [7,29-32]. Rats were maintained along with their dams from postnatal (P) day 7
to P12 in custom-built chambers at 20 ± 0.1% oxygen, controlled by a computer assisted
Oxycycler (Bio Spherix Ltd, Redfield, NY). Control rats were kept in room air (21% 02).
We opted to expose rats to oxygen at this stage of development in order to elicit
vasoobliteration unconfounded by arrest in normal neovascularization of the nerve fiber
layer which occurs from P1-P7. The continuous exposure to hyperoxia favors
vasoobliteration [29,30,33], while alternate exposure to high and low concentrations of
oxygen associated with a recovery period in normoxia following the period of hyperoxia
facilitate development of neovascularization [1,34].
Pups were randomly selected to receive immediately before and during 80% 02
exposure daily 50 p.L intraperitoneal injection of the following treatments (n 4 per
group): vehicle (50% DMSO), non-selective NOS inhibitors N-nitro-L-arginine (L-NA,
Sigma Chemicals, St.Louis, MO) (10 mg•kg’ twice), 7-nitroindazole Na (7-NFNa,
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Tocris, Ellisville, MO) (10 mg•kg’ thrice), nNO$ and iNOS inhibitor 1-(2-
trifluoromethylphenyl) imidazole (TRIM, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) (10 mg•kg
1), iNOS inhibitor N- (3-(Aminomethyl)benzyl)acetamidine dihydrochloride (1400W,
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) (5 mg•kg’ twice), SOD mimetic copper [II] [3,5-
diisopropylsalicylate acid]2 (CuDIP$, Calbiochem, Mississauga, ON) (10 mg•kg’), or
degradation catalyst of peroxynitrite iron III porphyrin 5,10,15 ,20-tetrakis [4-
sulfonatophenyl]prophyrinato iron chloride (FeTPPS, Calbiochem) (10 mg/kg,
Calbiochem, Mississauga, ON) [35]. Control rats maintained at 21% 02 received the
same treatments. Rats were sacrificed by decapitation at P7, P8, P9 or P12 and retinas flat
mounted and stained for endothelial celis as described below.
VascuÏar staining
Eyes were removed and fixed ovemight at 4°C in 4% v/v formaline. The retinas
were isolated and flat mounts were prepared for adenosine diphosphatase (ADPase)
staining as described [29-3 1,36]. Briefly, retinas were washed in 50 mM Trizma-maleate
buffer at 4°C and incubated at 37°C in ADPase incubation medium (0.2 M Tris maleate, 3
mM lead nitrate, 6 mM MgCÏ2, and 1 mg/ml ADP); retinas were washed at room
temperature with buffer and placed in a 1:10 dilution of ammonium sulfide for 1 min to
allow reaction with ADPase. Retinas were mounted, photographed (MTI CCD-72, Dage,
Michigan City, MI) and vascular density was calculated for the full retinal surfaces, using
the imaging software Image-Pro Pus 4.5 (Media Cybemetics, Silver Spring, MD), and
normalized relative to 21% O2-exposed animals.
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NADPH-diaphorase histochemistry
NADPH-diaphorase (NADPH-d), which reflects the activity of NOS isoforms,
was performed on the retinal flat mounts of rat pups according to a previously described
rnethod [37-39]. Briefly, the eyes were fixed overnight in 4% v/v formaline. Retinas were
isolated and incubated for 2 h at 37°C in water bath in a 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4)
containing 0.3% Triton X-100, 0.5 mM MgCI2, 0.01 M sodium azide, 0.1% nitroblue
tetrazolium, and 0.1% NADPH. Digital pictures of the flatmounts were taken with a
Nikon DMX 1200 mounted on a Nikon SMZ800 stereomicroscope (Nikon, Japan) and
analyzed with Image Pro Plus 4.5 software to localize NOS isoforms and evaluate
relative activity according to staining intensity which was corrected for the background
intensity.
Western blots
Expression of different NOS isoforms, VEGfR-1 and —2, and VEGF was
evaluated by western blot. Briefly, the retinas were isolated and snap frozen immediately
afier sacrifice. Each retina was re-suspended in 75 tl of lysis buffer in H20 (Tris-HC1 50
mM pH 7.4, 1% NP-40, 0.25% Na-deoxycholate, NaC1 150 mM, EDTA 1 mM, complete
protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics, Lavai, Québec)). Tissues were snap
frozen in liquid N2 and thawed repeatedly (4 times) to enhance tissue lysis. Tubes were
kept on ice and vortexed every 10 min for 1 h followed by centrifugation at 21,000 x g
for 10 min at 4°C. SDS-sampie buffer (Tris-HC1 250 mM, pH 6.8; SDS 8%, glycerol
40%, -mercaptoethanoi 8%, bromophenol biue 0.04%, Boston BioProducts Inc.,
Ashiand, MA) was added and samples boiled for 5 min then frozen at —20°C until used.
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Aliquots (50 tg of protein) were mn on 7.5% SDS-PAGE. Proteins were transferred on
polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane, blocked for 4 h in TTBS 5% milk at room
temperature, and probed with either nNOS (1:1000 dilution), iNOS (1:500 dilution),
eNOS (1:1000 dilution) (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA), or VEGFR-2
(Flk- 1 /KDR) (1:250 dilution) or VEGFR- 1 (fit-1) (1:1000 dilution) (Chemicon,
Temecula, CA) ovemight at 4°C. Afier washing with TTBS (3 x 10 mm) and incubation
with a corresponding horseradish peroxidase—conjugated secondary antibody at room
temperature for 90 mm, membranes were washed (4 x 10 mm) and incubated at room
temperature in Western Blot Chemilurninescence Plus Reagent (PerkinElmer Life
Sciences Inc., Boston, MA) for 3 min and then visualized with Phospholmager (Fuji,
Japan). Densitometry analyses were performed using Image Pro Plus 4.5 software.
Nitrite measurement
NO concentrations were assessed by measuring its major stable metabolite nitrite
[39]. Retinas were irnmediately isolated and placed in a mixture of 500 !tL Krebs buffer
(mM: NaC1 120, KC1 4.5, CaC12 2.5, MgSO4 1.0, NaHCO3 27, KH2PO4 1.0, glucose 10)
and 100 pL ofL-arginine (200 aM. Sigma Chernicals, St.Louis, MO). Two retinas were
pooled and placed in 37°C bath for 1 h. Preparation time prior to incubation was less than
1 min per eye. After the incubation, 100 iL of buffer was passed through a rubber
membrane with a 250 iL Hamilton micro-syringe to avoid contact with surrounding air
and injected into a chemiluminescence analyzer Sievers 280i Nitric Oxide Analyzer
(Sievers, Boulder, CO) to directly measure nitrite (NO2); KNO2 was used as standard.
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Reduced glutathione measurement
Pups prepared as described above were sacrificed at P7, P8, P9 or P12 to measure
reduced glutathione (GSH) concentrations, a general marker of the redox state. Retinas
were extracted and placed in 5% metaphosphoric acid (HPLC grade) in a volume (bd) 5
times the weight (mg). The samples were homogenized on ice with Omni 2000 (12 000
rpm, 2X10 seconds) and centrifuged for 1 min at 10,000 x g. The supematant was frozen
in liquid N2 and stored at —80°C for GSH measurement; this whole procedure starting
from tissue extraction lasted <4 min. On the day of the experiment, the supematant was
diluted 1:5 in HPLC grade water and standard curve for G$H (0.5jiM to 50 1.iM) was
constructed in 1% metaphosphoric in HPLC grade water. GSH was measured by capillary
electrophoresis with the PlACE MDQ Capillary Electrophoresis System (Beckman
Coulter, fullerton, CA) using eCAP capillaries (75 im i.d. x 50 cm) [40]. Peaks were
analyzed with computer software 32 Karat 5.0 (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Some
samples were spiked with the standard to clearly identify GSH peaks.
MalondiaÏdehyde andprotein nitration assay
The product of peroxidation, malondialdehyde, was determined as previously
described [41]. Briefly, less than 1 min afier the animals were killed, each retina was
isolated and grinded 2 x 30 sec with Omni homogenizer in a buffer containing butyl
hydroxytoluene (BHT: 5 mM Tris, 0.02% ASA, 0.5 mM EGTA) and centrifuged at 1,000
x g for 10 min. To each sample was added 0.33% 2-thiobarbituric acid (TBA) in water
mixed with glacial acetic acid and then heated at 95°C for 60 min. HPLC grade n-butanol
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was added, samples were vortexed and spin down at 1000 x g for 10 min. The upper
phase was read with spectrophotometer at 532 nm.
Tyrosine nitration was determined by siot-blot as described [42], as a marker of
nitrosative stress. Briefly, retina was put in the buffer (75 pi) and sonicated 3 x 10 sec
on ice. Lysate was centrifuged at 12,000 x g at 4°C for 30 min. Tris-buffered saline (TBS:
20 mM Tris, 500 mM NaC1, pH 7.5) was added to final volume of 100 tl. PVDf
membrane was placed in Hybri-slot Manifold apparatus (BRL, MD), and 200 pi of TB$
was added to each well; 100 !1l of TB$-diluted protein solution was allowed to passively
diffuse for 3 h. The wells were then washed 3 times with 100 .il TBS. Membrane was
removed from apparatus ami washed briefly with TTBS and put in a blocking buffer for 2
h at room temperature. Membrane was incubated overnight at 4°C with anti-nitrotyrosine
polyclonal antibodies (10 ig/we1l, Upstate, Lake Placid, NY). Washes, secondary
incubation, revelation and densitometry techniques and analyses were the same as
previously described above for western blots. Membranes were stripped in buffer (100
iM -mercaptoethano1, 2% w/v SDS, 62.5 mM Tris-HC1, pH 6.7) at 60°C for 30 min
with agitation, rinsed with TTBS for 30 mm, and reprobed with f3-actin 1:40,000 (Novus
Biologicals, Littieton, CO) monoclonal antibody to normalize for loading.
$tatisticaÏ analysis
Data were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey or Dunnetts tests for
comparison among means. Statistical significance was set at p<O.OS. Values are presented
as means ± SEM.
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Résultats
Expression ofNOS isoforrns, ÏocaÏization ofNOS activity and nitrite generation.
Exposure to 80% 02 from P7 to P9 or P7 to P12 caused a signfficant
vasoobliteration of the retinal vasculature cornpared to 21% 02 controls, as expected; the
vasoobliteration was slightly attenuated afier the longer exposure to hyperoxia (Fig. lb,
1f, and li). Expression of eNOS was augmented during exposure to hyperoxia relative to
normoxia (Fig. 2a); nNOS was flot augmented and iNOS was flot detected under both
conditions (data flot shown). Similarly, intensity ofNADPH-d staining on the vasculature
(but not the parenchyma) increased comparably upon short- and longer-term exposure to
hyperoxia (Fig. 2b), and there was a conesponding increase in retinaÏ N02
concentrations which was inhibited by L-NA but not by the nNOS / iNOS specific
inhibitor TRIM (Fig. 2c) pointing to major role for eNOS as reported [21].
Glutathione, malondiaÏdehyde and nitrotyrosine concentrations
Because the redox state is largely dependent upon glutathione levels, which in
tum influence nitration and peroxidation [43,44], we measured reduced glutathione
(GSH) concentrations, protein tyrosine nitration, and the advanced product of
peroxidation malondialdehyde. Two days after exposure to hyperoxia (P7-P9) GSH
concentrations were markedly decreased (by -30%; Fig. 3a), and conespondingly
malondialdehyde and nitrotyrosine levels increased (Fig. 3b). These changes (relative to
normoxia) subsided as the hyperoxic period was extended for 5 days (Fig. 3).
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Contribution of NO, peroxynitrite and SOD on 02-induced retinaÏ microvascular
degeneration
Microvascular degeneration occurs mostly within a couple of days of exposure to
hyperoxia [45], and is mediated by NO [21]as weli as by O2 [4]. To decipher the
interpiay of NO and O2 we exposed rat pups to short-term hyperoxia (P7-P9, when SOD
is transientiy down regulated [4]) and to ionger-term hyperoxia (P7-P12, when $OD
levels renormalize around P8-P10 [4]), following treatments with NOS inhibitors L-NA
or 7-NTNa, SOD mimetic CuDIPS and peroxynitrite degradation catalyst FeTPPS. The
oxygen-induced retinal vasoobliteration at P9 was markedly and comparabiy diminished
by L-NA, 7-NINa (data flot shown), CuDIPS and feTPPS (fig. 1); these treatments in
normoxia-raised animais did flot affect vascular density. In contrast, by P12 when the
redox state had renormalized in hyperoxia-exposed rats (Fig. 3) L-NA treatment (P7-P12)
resuited in augrnented microvascular degeneration, while the earlier benefit of CuDIP$
(and FeTPPS [flot shown]) was sustained (Fig. 1); the selective n!iNOS inhibitor TRIM
and the iNOS specific inhibitor 1400W, did not affect retinal vascular density (data not
shown) consistent with lack of expression (iNOS) or its increase (nNOS) during
hyperoxia.
VEGFR-1 and -2 expression and reguÏation by hyperoxia and NO
Because the growth and survival of the retinal microvasculature [45] is greatiy
affected by VEGFR-1 and —2 t46] , we examined if the effects of NOS inhibition on
retinal vascular density in oxygen-exposed rat pups are associated with corresponding
changes in these important receptors. The expression of VEGfR-1 and -2 was flot
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affected by exposure to hyperoxia. However, afier 2 days of NOS inhibition in oxygen
exposed animais VEGFR-2 expression was significantly increased, and by 5 days of NOS
inhibition the reverse was observed as VEGFR-2 expression decreased (Fig. 4); VEGFR
1 expression was unaffected. Noticeably, the changes in VEGFR-2 following NOS
inhibition conesponded to those ofvascular density (f ig. 1).
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Discussion
Exposure of immature retinal vasculature to high oxygen levels leads to
microvascular degeneration in various species, including human [2,47]. This
degeneration is mediated by NO [21] and occurs in the early phase of oxygen exposure
[2,21]. During sustained oxygen exposure the microvasculature regenerates [27].
Assuming eNOS activity is increased during more prolonged hyperoxia as suggested in
some other tissues [48.49]. one could presume an abated oxidative stress under this latter
condition, since cvtoprotective properties of NO [50] seem mostly observed when the
redox balance is shified towards a reduced environment, while the reverse is true for its
cytotoxic properties [9,17,24, 26]. We proceeded to investigate this inference on retinal
microvasculature of the developing subject. Our findings reveal comparable increases in
retinal NO levels in the early and later response to hyperoxia largely contributed by
eNOS, which in tum exert opposing effects on retinal microvascular integrity depending
upon the redox state of the tissue and seem partly mediated by VEGFR-2. These
observations highlight the complex dual role of NO during the progressive genesis of
retinovascular pathology, and the delicate balance disrupted by interfering simply with
actions ofthis major mediator.
Nitrosative stress has been shown to be important in NO-mediated endothelial ceil
injury [21 .26]. NO provides the biological precursor for these nitrating agents. NO can
form nitrating agents in a number of ways, including reaction with superoxide to form
peroxinitrite and through enzymatic oxidation of nitrite to forni NO2 [17,26]. The redox
state of the tissue is crucial in the generation of nitrating agents [51]. In the retina,
oxygen-induced microvascular degeneration is not only dependent of NO t21] but also by
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02 [4]. The endogenous Cu,Zn SOD is transiently down regulated in oxygen exposed
animais [4] and normalizes during longer term exposure of rat pups (P8 to 10) [41. This
decrease activity of an important free radical scavenger could lead to high 02 levels and
a high redox state in the retina during short-term oxygen exposure to oxygen, favoring the
generation of toxic nitrating agents and the consumption of reduced glutathione [52].
Thus, to detect changes in the redox state we measured GSH levels [44]. One notes an
early drop in GSH with a rise in peroxidation and nitration products (Fig. 3), which is
associated with a marked retinal vasoobliteration prevented by the SOD mimetic
CuDIPS, the peroxynitrite degradation catalyst FeTPPS as well as by the NOS inhibitor
L-NA (Fig. 1). However, in an apparent paradox as exposure to hyperoxia is prolonged
(for 5 days) microvascular degeneration was not exacerbated (Fig. 1) in spite of sustained
increased concentrations of NO (Fig. 2c); in fact, by further prolonging exposure to
hyperoxia normal revascularization enhanced [27]. Interestingly, as the period of
exposure to hyperoxia is extended the redox state rebalanced (Fig. 3) as reported in other
tissues [2$]; consequently, as would be expected CuDIPS and FeTPPS did not exert
additional effects on retinal microvascular integrity by extending the treatment to P12
(Fig. 1). Correspondingly, protein tyrosine nitration increased in short- but not in longer
tenn 02-exposed animais (Fig. 3), predictably due to diminished generation and rapid
ongoing disposai [53] of these nitrated products. Along with these redox-dependent
changes NO is likely to exert prosurvival/proliferative effects [50]. 0f relevance, the
cytoprotective effects of NO may on one hand signal activation of the prosurvival/pro
proliferative receptor VEGfR-2 [11-14,18,19,54,55] but also modulate its expression
[14,56,57; see below]. Furthermore, we observed a significant increase ofprotein tyrosine
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nitration in short but flot in long term exposed animais, suggesting that nitrating agents
are only generated in short term hyperoxia (fig 2). Accordingly, (partial) removal of NO
during longer-term exposure to hyperoxia may curtail microvascular survival and ensuing
density as observed in the present study with L-NA (Fig. 1), especially since expression
of VEGF per se also decreases; while this is flot the case in normoxia-raised animais.
Altogether, our findings underline the importance of the redox state, rather than simply
the NO concentration as proposed [15,24], in goveming opposing actions of NO on
retinai vasculature in vivo; in this process observations aiso highlight the differences in
NO actions during short- and longer-term exposure to hyperoxia in the developing retina.
Using a similar model exposed to hyperoxia at the same time of retinovascular
development our findings on short-term effects of L-NA on vascular density are
consistent with those reported [21]. However, a preretinal neovascular role for NO arising
iargely from eNOS based on mice with disrupted eNOS genes, has been documented in
oxygen-induced retinopathy by the sanie authors and others [21,22]. Preretinai
neovascularization occurs during the post-hyperoxic ischemic phase. These latter
observations may at first seem incongruent with the present ones based on the redox
dependent effects of NO, since oxidant stress is also detected during ischemia [5$] and
microvascular cytotoxicity would be predicted rather than survivai/proliferation.
However, exposure to the diminished eNOS activity in animais with disrupted eNOS
gene took place throughout the hyperoxic as well as the post-hyperoxic iscliemic phase
[21,22]; thus, one cannot distinguish the specific time of action of NO which is further
complicated by compensatory increases in the activities especially ofnNOS [59].
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In order to further decipher mechanisms by which NO exerts its divergent effects
during short- and longer-term hyperoxia we studied the expression of VEGfR-1 (fiti)
and VEGFR-2 (flkl/KDR), which are major receptors that are modulated by oxidant
stress [60] and in models of ROP [61]. Inhibition of NOS during the early period of
exposure to hyperoxia associated with a nitrosative stress resulted in increased VEGFR-2
expression and preservation of retinal microvascular density (Figs. 1,4). Whereas NOS
inhibition during the longer duration of exposure to hyperoxia when the redox state was
rebalanced led to decreased VEGfR-2 expression and aggravated vasoobliteration.
The absence of effects of hyperoxia or NOS inhibition on VEGFR-l receptor may resuit
from differential regulation of VEGfR-1 and —2. The expression of VEGFR-2 is
regulated by Nf-KB, [56] unlike that of VEGf and VEGFR-1 which is mainly regulated
by the hypoxia inducible factor [62]. Accordingly, the most marked changes in
expression of these receptors in oxygen-induced retinopathy are observed during the post
hyperoxic ischemic period when immunoreactivity is found to increase albeit mainly
confined to preretinal neovascular buds [61,63]. But during hyperoxia coincidental
increases in NO and reactive oxygen species may interfere with Nf-icB activation [57],
and in turn in VEGfR-2 expression [56]. 0f interest, VEGFR-2 expression was slightly
reduced by short-term hyperoxia; although VEGFR-2 expression appeared unchanged
during longer exposure to hyperoxia (f ig. 4), by correcting for an approximate 30% loss
of microvasculature (fig. 1), expression of this receptor would be increased
conespondingly. Accordingly, NOS inhibition in the presence of a nitrosative stress
would be expected to secure NF-id3 activation but in its absence would activate it [64],
and resuit in corresponding changes in VEGfR-2 expression [56] as we have observed
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(Fig. 4), consistent with reports in other tissues on redox-dependent effects of NOS
inhibition on VEGFR-2 expression [14,65,66]. Finally, although some have attributed a
cytoprotective role mostly for VEGFR-1 [46] which is not modulated by NOS inhibition
in the present study, one cannot exciude a ceil survival role for VEGFR-2 [67].
Taken together, our studies highÏight that the redox state is a very important
modulator of the complex opposing actions of NO on microvascular endothelium
integrity in particular in oxygen-induced retinopathy, and that these effects seem likely in
part dependent upon expression of VEGfR-2; a diagram depicting the sequential
contribution of NO, its synthases, antioxidants and oxidants, and VEGFR-2 during short
and longer-term hyperoxic stress is presented in Fig. 5. To our knowledge this is the first
time that such a mechanism is uncovered in the same tissue in vivo, which provides an
explanation for the apparent contradictions regarding the role of NO on retinal (and
possibly other tissue) endothelial celi survival. In addition, the present findings may also
apply to ischemia during which an oxidative stress is observed [5$]; in this case NOS
activity resulting in a nitrosative stress [6$] inhibited revascularization of the ischemic
retina [23]. In sum the use of NOS inhibition in conditions such as oxygen-induced
retinopathy model of ROP must be weighed against the delicate balance between the dual
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Figure 1. Effects of NOS inhibition and antioxidants on oxygen-induced
vasoobliteration. Rat pups exposed to oxygen (80 % 02) or room from P7 to P12 were
treated daily (ip) with L-NA (20 mg•kg’), CuDIPS (10 mg.kg’), FeTPPS (10 mg.kg)
or vehicie (DMSO). Rats were killed either on P9 or P12 to extract retinas for
determination of vascular density (by ADPase staining). Rats exposed to 21%
°2 and
treated with the same drugs did flot exhibit changes in vascular density (flot shown). Scale
bar = 250 jim.Values are mean+SEM of vessel density relative to that in vehicle-treated
21% 07-exposed rats (controls); n=3-5 retinas from different pups. * p<O.Ol compared to
ail other values without asterisks; ## p<O.OS compared to corresponding value of 80%
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Figure 2. Expression of eNOS, NADPH-d reactivity and nitrite generation in retina
exposed to hyperoxia. a) Western blots and corresponding densitometric analysis of
eNOS immunoreactivity in retinas of rat pups exposed to 80%
°2 or room air from P7 to
P12. Each experiment was repeated at least 3 times with samples from 3 separate
experiments. Values are mean + SEM of 3 experiments each repeated 3 times; * p<0.05
compared to same day control (21%
°2)• b) NADPH-d reactivity in retinas of animals
treated as in (a). Photomicrograph of retinas reveals NADPH-d-stained vasculature;
histogram displays relative intensity of vascular staining by controlling for background
intensity, which was unaltered by hyperoxia exposure. Scale bar: 125 jim. Values are
mean + SEM of n=3-4 retinas per treatment group; * p<O.O5 compared to same day
control; arb. refers to arbitrary. c) Nitrite generation in retinas of rat pups prepared as in
(a). Range on abscissa (lefi panel) refers to period of exposure to hyperoxia. Animals
exposed to hyperoxia from P7 to P9 received either vehicle (saline), L-NA or TRIM.
Values are mean + $EM; n=5 per treatment. *p<O.Ol compared to values without
asterisks.
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Figure 3. Glutathione, malondialdehyde and nitrotyrosine leveis in retinas of rats
exposed to hyperoxia. Rat pups were exposed to oxygen (80 % 02) or room air as in Fig.
1. Animais were killed at P9 or P12 to determine a) reduced giutathione (GSH), b)
malondialdehyde (MDA) concentrations and e) nitrotyrosine imrnunoreactivity in retinas.










Figure 4. Modulation of vascular endothelial growth factor receptor- 1 and -2 expression
in retinas by hyperoxia and NOS inhibition. Rat pups were prepared as described in Fig.
3. VEGfR- 1, VEGFR-2 and f3-actin expression was determined by western blot analysis;
VEGFR-1 and -2 densitometric analyses controlled for those of f3-actin are presented in
histograms. Values are mean + SEM, each of 4 experiments. *p<o.o5 compared to
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Figure 5. Effects of NO on retinal microvascular integrity during short- and longer-term
exposure to hyperoxia. Short-term exposure to hyperoxia increases eNOS expression and
decreases SOD activity in the retina [4]. NO in the presence of an oxidative environment
(associated with decreased GSH and increased MDA levels) leads successively to a
nitrosative stress (resulting in increased nitrotyrosine formation), a down-regulation of
VEGFR2 and a microvascular degeneration. Upon longer exposure to hyperoxia, eNOS
expression remains upregulated but SOD activity renormalizes [4]; this reestablishes a
reduced redox state (resuming normal GSH level s and decreased MDA and nitrotyrosine
concentrations), which leads consecutively to increased VEGFR-2 expression (relative to
short-term hyperoxia and to diminished microvascular density) and to endothelial ceil
survival. The symbols and abbreviations refer to the following: t increase; I- decrease:
<— same as room air control; eNOS: endothelial nitric oxide synthase (activity); SOD:
superoxide dismutase (activity); NO: nitric oxide; O2-: superoxide anion; MDA:
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CHAPITRE 4
Rôle du thromboxane dans la dégénérescence
microvasculaire rétinienne lors de la
rétinopathie induite par l’oxygène
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Microvascular degeneration is an important event in oxygen-induced retinopathy
(OIR), a model of retinopathy of prematurity. Because oxidant stress abundantly
generates thromboxane A2 (TxA2), we tested whether TxA2 plays a role in retinal
vasoobliteration of OIR and contributes to such vascular degeneration by direct
endothelial cytotoxicity. Hyperoxia-induced retinal vasoobliteration in rat pups (80% 02
exposure from postnatal days 5-14) was associated with increased TxB2 generation and
was significantly preventedby TxA2 synthase inhibitor CGS-12970 (10 mg kg’ day’1)
or TxA2-receptor antagonist CGS-22652 (W mg kg’ day’). TxA2 mimetics U-46619
(EC50 50 nM) and I-BOP (EC50 5 nM) caused a time- and concentration-dependent ceil
death of neuroretinovascular endothelial ceils from rats as well as newborn pigs but not of
smooth muscle and astroglial ceils; other prostanoids did flot cause ceil death. The
peroxidation product 8-iso-PGF2, which is generated in OIR, stimulated TxA2 formation
by endothelial cells and triggered ceil death; these effects were markedly diminished by
CGS-12970. TxA2-dependent neuroretinovascular endothelial celi death was mostly by
necrosis and to a lesser extent by apoptosis. The data identify an important role for TxA2
in vasoobliteration of OIR and unveil a so far unknown function for TxA2 in directly
triggering neuroretinal microvascular endothelial celi death. These effects of TxA2 might
participate in other ischemic neurovascular injuries.
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Introduction
Oxygen-induced retinopathy (OIR) is an established model of retinopathy of
prematurity tROP) (14, 43. 54). OIR is associated with vascular ceil injury culminating in
microvascular degeneration. which precedes an abnormal neovascularization (7, 8, 14,42,
43, 54). This microvascular degeneration leads to ischemia (10), which is thought to
contribute to the structural and functional changes observed in OIR (35, 55). Oxidant
stress plays an important role in the retinal vasoobliteration of OIR (48, 52, 53).
Endothelial celis seem particularly susceptible to peroxidation-induced injury (17, 34);
pericytes, smooth muscle celis, and perivascular astrocytes are relatively resistant (9, 17,
25). The mediators of oxidant stress-induced celi death are complex and flot fully known.
Thromboxane A2 (TxA2) is abundantly generated aller an oxidant stress (15, 21, 24) and
contributes to neurovascular injury, including injury to the retina (20, 30, 44); however,
its specific role in retinal vasoobliteration in OIR has flot been demonstrated. Many of the
vascular actions of TxA2 have been attributed to vasoconstriction and platelet aggregation
(21). However, endothelial cytotoxicity in OIR occurs before platelet aggregation (6, 14,
43). In addition, TxA2 generation and hemodynamic compromise aller an oxidant stress
to newbom retina are independent of platelet aggregation (15). Thus it is possible that
TxA2 may also cause other effects on microvasculature, more specifically vascular
endothelial ceils.
It has recently been shown that TxA2 affects intercellular communication by
modifying expression of intercellular adhesion molecules (31), as well as by affecting the
distribution of gap junctions on endothelial celis (5). TxA2 can augment the effects of
oxidant stress by increasing oxygen radical generation (40). Moreover, TxA2 bas been
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found to cause death of immature murine thymocytes (65). However, direct evidence that
TxA2 induces death of other primary celis, and especially in this context of neuroretinal
microvascular endothelial celis, has neyer been reported. Corroboration of this inference
may further our understanding of the pathogenesis of ROP. We, therefore, tested the
hypothesis that TxA2 plays a role in the microvascular degeneration of OIR, to which
direct cytotoxic actions of TxA2 on neuroretinal microvascular endothelial ceils can




Newbom Sprague-Dawley rats (Charles River, St. Constant, Quebec) and 1- to 3-
day-old Yorkshire piglets (Fermes Ménard, L’Ange-Gardien, Quebec) were used
according to a protocol of the Hôpital Sainte-Justine Animal Care Committee.
OIR.
OIR was induced as described by our Iaboratory (35) and others (48. 52, 54).
Briefly, rats were placed in an 80 ± 5% oxygen environment from postnatal days 5-14;
controïs were maintained in room air (21% 02). By 5 days of age, the retinal vasculature
of rats reached 30% of its distance to the periphery. which it attains by 14 days of age
(28); this allows testing of the desired effect of hyperoxia on degeneration of existing
vessels (7, 8). Pups were randomly selected to receive throughout the study period
intraperitoneal injections of 50 L DM$O (vehicle), selective TxA2 synthase inhibitor
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CGS-12970 (10 mg kg1 day’) or TxA2-receptor antagonist CG$-22652 (10 mg kg’
• day’); the efficacy of doses used has previously been demonstrated (3, 16). Animais
were killed on day 15, and retinal flat mounts were prepared for ADPase staining (35,
39). Retinas were photographed (MII CCD-72. Dage, Michigan City, MI) and magnified
on screen to x 100 to allow us to visualize the microvasculature more clearly. Vascular
density was calculated for the full retinal surface by using the software program Image-
Pro Plus 4.1 (Media Cybemetics, $ilver Spring, MD). Vascular densitv in study groups
was compared with that of untreated groups raised in 21% 02, and their values were set as
100%.
Celi count on microvesseÏsfrom the nervous system.
Neuroretinal microvessels from rats (10-14 days old) and pigiets were isolated as
previousÏy reported (36). Isolated microvessels were dispersed in Hanks’ balanced sait
solution media and filtered twice through 25-im nylon mesli to obtain mostly capillaries.
f iltrate predominantly contained endothelium, as these small microvessels were
immunoreactive to factor VIII but flot to smooth muscle-specific actin (36). Freshly
isolated microvessels were incubated for 4$ h in endothelium growth media in the
absence or the presence of U-46619. Ceil death was assessed by using membrane
impermeabie and -permeable DNA-binding dyes propidium iodide (PI) and Hoechst
33342 (41, 45), respectiveiy. Hoechst 33342 identifies ail ceHs, and PI incorporates if celi
membrane is disrupted (dying celis). Microvessels were loaded for 30 min at 37°C with
PI and Hoechst 33342 (5 tg/ml) and visualized with an immersion objective (x400)
placed directly onto the culture medium using red and ultraviolet filters. Images were
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acquired with a digital camera attached to a microscope (Axioskop, Zeiss, Germany). To
enhance reproducibility, celis were only counted in microvessels containing >20
endothelial celis. The proportion of dying ceils was estimated as the ratio of PI-positive
celis relative to ail celis (stained with Hoechst 33342).
CelÏ cultures.
Because the U-46619-induced proportion of celi death of neuroretinal
microvessels from rat and pig was similar (see Fig. 2), and because a large number of rat
pup retinas would be required to isolate microvessels from their small eyes for endothelial
ceil culture, we cuitured retinovascular endothelial, smooth muscle, and astroglial cells
from piglets as described (29, 36). The retinal structures and the development of the pig
retinal vasculature have characteristics similar to those of humans (11).
Microvessels were suspended in selective endothelial growth media (Clonetics).
Confluent celis were trypsinized and subcultured. Ceil viability was verified by trypan
blue exclusion and was >95%. Endothelial cells were identified by anatomic structure and
positive reactivity to factor VIII and negative reactivity to smooth muscle-specific actin
and guai fibrillary acidic protein antibodies (GFAP). A similar technique was used for
smooth muscle ceil culture. The latter were identified by their spindle-shaped appearance
and positive reactivity to smooth muscle-specific actin and negative reactivity to factor
VIII and GFAP antibodies.
Neuroretinal astroglial ceils were also cultured (29, 36). Essentially, retinas were
homogenized and filtered through 230- and Ï 50-im nylon mesh, and the filtrate was
centriffiged at 1,000 g for 7 mm, resuspended in DMEM with 10% fetal caif serum, and
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incubated in air with 5% C02 at 37°C. Macrophages were removed with a rotary shaker
at 225 rpm for 3 h. Purity of astrocytes was assessed by immunoreactivity to GfAP
(>95%).
To fiirther investigate species independence and endothelial-type cytotoxicity to
TxA2 mimetics, the effects of the latter were tested on endothelial ceils from different
tissues from humans. Specifically, effects of U-46619 were tested on human endothelial
ceils from aduit brain (46), as well as on human endothelial celis from aorta, dermis, and
umbilical vein.
Celi viabiÏily assays.
Confluent cells (5-15 passages) were reseeded in DMEM (without fetal caif
serum) for 24 h and then incubated for up to 4$ h with stable specific TxA2 mimetics U-
46619 and [1 S-[ Ï x, 2Œ, (Z),3 3 (1 E,3$*),4Œ]J7[3
- [3-hydroxy-4-(4-iodophenoxy)- 1-
butenyl] -7-oxabicyclo [2.1.1] hept-2-yl] -5-heptenoic acid (I-BOP) or with the relevant
peroxidation product $-iso-PGF2, which elicits thromboxane production (29, 36). In
some experiments, TxA2-receptor antagonist L-670596 (0.1 iM) (22, 29, 36) was added
20 min before treatment with U-46619. Celi viability was estimated by reduction of 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (3$). At the end of
the experiment, MTT (0.5 mg/ml in PBS, pH 7.2) was incubated with celis for 2.5 h at
3 7°C. The medium was then drained, the formazan product was solubilized with acidified
(40 mM HCI) isopropanol, and optical density was measured at 600 nm. Characterization
of the type of celi death (necrosis or apoptosis) was studied by using membrane
impermeable and -permeable DNA-binding dyes PI and Hoechst 33342, respectively (41,
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45). Ceils were loaded for 15 min at 37°C with PI and Hoechst 33342 (5 ig/ml) and
visualized with an immersion objective placed directly onto the culture medium using red
and ultraviolet filters. PI-positive ceils (necrotic celis) and ceils with fragmented or
condensed nuclei and intact membrane (apoptotic celÏs) were determined in five fieÏds per
well.
Contribution of apoptosis was further studied by inhibition of major effector
caspase-6, caspase-9, and preferentially caspase-3 using Z-D(OMe)-E(OMe)-V-D(OMe)
FMK (Z-DEVD-FMK; 10-50 .iM) (67). Z-DEVD-fMK was added to cultured (porcine)
retinovascular endothelial ceils 1 h before a 4$-li exposure to either U-46619 (0.5 iM),
the known apoptosis-inducing ceramide (8 iM) (27), or nonapoptotic-inducing
concentrations of H202 (0.5 mM) (23). The latter two were used as positive and negative
controls. Based on pilot experiments, 50 iM Z-DEVD-FMK was selected as it provided
maximum efficacy. For similar purposes, poly(ADP-ribose)polymerase inhibition using
nicotinamide (12) (1-100 nM) was also tested. Ceil viabilitywas assessed by MTTassay.
Measurement oJDNA fragmentation and lactate dehydrogenase.
DNA fragmentation was detennined by a terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)-based technique using a commercial kit
(Apoptag). Endothelial cells were grown on coverslips and treated with U-46619 for
different tirne periods. Ceils were washed twice with cold PBS, fixed with 4%
paraformaldehyde at room temperature for 10 mm, washed twice in PBS, and postfixed in
ethanol-acetic acid (2:1) for 5 min at -20°C. Afier they were washed, celis were incubated
with terminal transferase and FITC-conjugated dUTP for Ï h at 37°C in a humid chamber.
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The reaction was stopped by incubation with stop wash buffer (from kit) for 10 min at
room temperature. Nuclei were counterstained with PI, washed, and mounted with Immu
mount. Celis were visualized under fluorescence microscope.
Lactate dehydrogenase (LDH) activity was measured as follows (2). Briefly, 800 tl of
reaction medium (80 mM Tris HCI, 200 mM NaC1, 0.2 mM NADH) were added to
200 il of the culture medium in a spectrophotometer cuvette. The reaction was started by
adding 1.5 mM pyruvate (final). LDH activity was measured by spectrophotometric
intensity changes at 340 nm. The LDH content was determined by using the following
equation: [A optical density/A time (mm)] 9,682 units LDH/liter (2), where A is
change.
Thromboxane and 8-iso-PGF2 assays.
Tx82 (stable TxA2 metabolite) in retinas of animais exposed to hyperoxia was
extracted by using octadecylsilyl silica columns and was measured by radioimmunoassay
(15, 29, 36). Cross-reactivity of the antibody for other prostanoids is <2%, and interassay
variability is <5%. Similar measurements were made on culture media ofcells.
Isoprostanes were extracted from tissues as for Tx32 (15, 29, 36), reflecting the free
active unesterified isoprostane (36), and was measured by immunoassay technique with a
commercial kit, as described by the manufacturer (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI)
and previously utilized (36). The cross-reactivity of the antihody with TxB2, PGE2, and
PGf2 is 0. 1%; intra- and interassay variability was 5%.
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Chernicaïs and materials.
CGS-22652 and CGS-12970 were gifts from Ciba-Geigy (Summit, NI), and L-
670596 from Merck Frosst (Pointe-Claire, Quebec). Brain endothelial celis were
generously provided by the National Research Council of Canada (Ottawa, Ontario). The
following materials were purchased: human aortic, dermal, and umbilical vein endothelial
celis (Clonetics); ceramide, DMSO, nicotinamide, MTT, and PI (Sigma Chemical, St.
Louis, MO); LI-46619, I-BOP, 16,16-dimethyl-PGE7. and $-iso-PGf2Œ (Cayman
Chemical); Hoechst 33342 (Polysciences, Warrington, PA); Z-DEVD-FMK (R&D
Systems, Minneapolis, MN); TxB2 radioimmunoassay kit (Amersham); antibodies to
factor VIII, smooth muscle-specific actin, and GfAP (Dako, Capinteria, CA); FITC
conjugated goat anti-rabbit antibody (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove,
PA); Apoptag direct fluorescein kit (Intergen, Gaithersburg, MD); and other materials
were purchased from fisher (Montreal, Quebec).
Statistical analysis.
Data were analyzed by one- or two-way ANOVA factoring for treatment and
concentration or time, followed by the Tukey-Kramer method for comparison among
means. Statistical significance was set at P < 0.05. Values are presented as means + SE.
Résultats
RoÏe ofTxA2 in hyperoxia-induced retinal microvascular degeneration.
Control [vehicle (DMSO)-treated animals] exhibited a fully vascularized retina at
15 days of age as expected (6, 8, 14, 28). Exposure of rat pups to 80% 02 caused a
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rnarked increase in retinai TxB2 levels compared with levels observed in animais exposed
to 21% 02 (Fig. lA). The hyperoxia induced the expected retinal vasoobliteration (Fig. 1,
3 and C) (6-8, 54). TxA2 synthase inhibitor CGS-12970 decreased TxB2 levels and
signfficantly attenuated the 80% 02-induced decrease in retinal vessel density. This
vasoobiiteration was similarly diminished by TxA2-receptor antagonist CG$-22652.
CGS-12970 and CGS-22652 did flot affect retinal vesse) density of control rats
maintained at 21% 02.
Effect of U-46619 on isoïated retinaÏ microvessels.
The effect of the stable TxA2 mimetic U-46619 on microvascular ceil death was
tested directly on retinal microvessels (25 .tm) containing primarily endotheliai celis
(factor VIII positive and smooth muscle actin negative). U-46619 increased PI
incorporation in rat retinal microvasculature, which is indicative of ceil death (Fig. 2A),
such that the proportion of PI-positive ceils relative to ail celis (which stain to Hoechst
33342) was significantly augmented by U-46619. To ascertain these observations, this
effect was also tested in the pig, which, although debated, has been used to produce an
OIR (60, 62). U-46619 also caused increased PI incorporation in newbom pig retinal
microvessels (Fig. 23).
Effects ofthromboxane rnimetics on ceÏl viability.
Effects of TxA2 (mimetics) were tested directly on retinovascular endothelial ceils
from the piglet because a large number of rat pup retinas would otherwise be needed. U-
46619 and I-BOP caused time- (fig. 3, A and B) and concentration-dependent (Fig. 3C)
1
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death of retinovascular endothelial celis in culture (as reflected by a decrease in MTT).
EC50 for U-46619 and I-BOP was 50 aid 5 nM, respectively (48 h). Selective IxA2-
receptor antagonist L-670596 completely prevented U-46619-induced endothelial ceil
death (Fig. 3D), substantiating the selectivity of TxA2 mimetic actions. Other major
prostanoids with vasoconstrictor properties comparable to TxA2, namely 16,1 6-dimethyl
PGE2 (stable analogs of PGE2) and fenprostalene (stable analogs of PGf2 Œ), did flot affect
endothelial ceil viability (Fig. 3D).
In ail experiments presented above, media contained U-46619 or I-BOP
throughout the study period. To determine whether a shorter duration of exposure to TxA2
mimetics could induce celi death, the media were changed afier different exposure times
with a new one exciuding U-46619; control ceils were subjected to similar media
changes. Ceil death was quantified (by MIT assay) 48 h afierthe addition of U-46619 or
the vehicle. Exposure to U-46619 (0.5 1iM) for 4 h was sufficient to trigger ceil death of
the same magnitude as was observed afier a longer duration of exposure (Fig. 3E).
In contrast to effects observed on retinovascular endothelial cells, U-46619 elicited
negligible ceil death of retinovascular smooth muscle ceils and astrocytes (Fig. 3F).
Effect ofendogenously generated thromboxane on celi death.
OIR is associated with an oxidant stress (48, 52) and hence is expected to
stimulate formation of the major peroxidation product 8-iso-PGF2 (36, 57), which can
generate thromboxane in the retina (36). Indeed, 8-iso-PGF2 levels in the rat retina 1 day
afler exposure to hyperoxia were 396 + 21 pg/mg protein and were significantly
(P < 0.0 1) higher than in the control retina (88 ± 12 pg/mg protein). We examined
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whether 8-iso-PGF2 could induce a TxA2-dependent endothelial celi death; this would
establish a role for endogenously produced thromboxane on endothelial ceil viability. 8-
Iso-PGF2 caused a rapid increase in thromboxane formation by retinovascular
endothelial celis and induced celi death, both of which were significantly prevented by
the thromboxane synthase inhibitor CGS-12970 (Fig. 4). In untreated ceils, Tx32 levels
remained <70 pg!106 ceils over the 24-li study period.
Nature ofretinovascular endotheliat ceÏÏ death.
The decrease in MTT in retinovascular endothelial celis (Fig. 3) was consistent
whh a corresponding increase in PI incorporation (Fig. 5, b and d). The number of ceÏls
with intact membranes and fragmented or condensed chromatin (Fig. 5a) as well as
TIJNEL-positive celis (Fig. 5e) (indicative of apoptosis) was 8%, even afier 48-h
exposure to U-46619 (fig. 5d). In accordance with these observations, the caspase
inhibitor Z-DEVD-fMK (50 tM) only slightly reduced U-46619-triggered celi death,
whereas, as anticipated, ceil death induced by ceramide (27) was totally prevented by Z
DEVD-FMK and that by H202 (0.5 mM) was unaffected (23) (Fig. 5e). Similarly,
inhibition witli nicotinamide (12) (1 -100 nM) of the poly(ADP-ribose)polymerase also
involved in apoptosis did not prevent U-466 19-induced ceil death (n = 4). In contrast,
LDH release in response to U-46619 (indicative of necrosis) increased in a time
dependent manner (fig. 5f).
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Effects ofthromboxane mimetic on endotheliaÏ ceÏÏsfrom dfferent human tissues.
To further ascertain U-4661 9-induced neurovascular endothelial cytotoxicity,
effects of this TxA7 mimetic were tested on human endothelial ceils from (aduit) brain
(46) and other tissues. U-46619 caused death of endothelial ceils from brain but flot from
aorta, dermis, or umbilicai vein (Fig. 6). Hence data suggest that neurovascular
endotheliai ceils are particularly susceptible to TxA2-eiicited toxicity.
Discussion
The mechanisms underiying the microvascular degeneration observed in the OIR,
a model of ischemic retinopathy (10, 54) comparable to ROP (6-8, 42), are mostiy
unknown. The present study was conducted to determine whether TxA2 played a foie lfl
retinal microvascular obliteration in OIR and, if so, to determine whether TxA2 couid
contribute to microvascular degeneration by inducing endotheiiai cytotoxicity. Our data
support this inference and provide evidence for a novei function for TxA2 as an inducer of
retinovascular endotheliai ceil death.
The cytotoxic effect of TxA2 (Figs. 2 and 3) is reiatively ceil type selective
because it was observed in neuroretinovascular endothelial ceiis but flot in smooth muscle
and astroglial ceils. Aiso, TxA2 (mimetics) did not affect endotheiiai ceils from nonneural
tissues (Fig. 6). Inhibitors of endogenous TxA2 generation prevented ceÏi death (Figs. Ï
and 4); hence it may be inferred that TxA2 also contributes to the retinal microvascular
degeneration observed in vivo. This cytotoxic action of TxA2 is unlikely to be caused
entireiy by its vasoconstrictor effects, because other vasoconstrictor prostanoids (PGE2
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and PGF2 analogs) did flot cause cell death (fig. 3D). SimiÏarly, it is improbable that it
is simply due to platelet aggregation (6-8. 14, 15, 42).
Cultures of endothelial celis were performed on retinal vessels of newborn pigs because
of the small number of microvessels available in rat pup retinas. However, the newborn
pig is bom with a fully vascularized retina (11), in contrast to the rat (2$) and premature
infant (6). On the other hand, retinal structures and vasculature and their development in
the pig have characteristics similar to those of the human (11). Despite differences
between rat and pig retinas, TxA2-induced celi death was similar in the microvessels of
rat and pig (fig. 2). This implies a species-independent cytotoxic effect of TxA2 on
neuroretinal vascular endothelial ceils (f igs. 2 and 6).
An important role for TxA2 in retinal vasoobliteration of OIR is suggested by the
data showing the prevention of the loss of ADPase staining in endothelial celis (39) by
TxA2 synthase and receptor blockers CG$-12970 and CGS-22652 (fig. 1). Although
ADPase can also be found in pericytes and smooth muscle ceils (39), because the TxA2
mjmetjcs U-46619 and I-BOP induced death of endothelial but not smooth muscle cells
(Fig. 3), the loss of vascular staining in OIR is more likely consistent with the requirement
of endothelium for pericyte survival (19). One can argue that, whereas TxA2 production is
stimulated by oxidant stress (15, 21, 24), because the latter is known to contribute to the
retinal vasoobliteration in OIR (48, 52), the protective effects of TxA2 synthase and
receptor blockers CGS-12970 and CGS-22652 on vasoobliteration may be explained by
postulated antioxidant properties of these agents. However, these types of compounds do
flot block the oxidant stress—induced increase in peroxidation products (15). Furthermore,
it should be noted that resuits obtained with CGS- 12970 and CGS-22652 contrast with
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those reported with the cyclooxygenase inhibitor indomethacin, which was associated
with greater vasoobiiteration in OIR (47). This apparent discrepancy can be due to the
iack of specfficity of indomethacin, which compromises circulation (50), and/or by
inhibition of the formation of the cytoprotective prostaglandins such as PGI2 and PGE2
(56, 66). Ail in ail, based on evidence previously reported (47, 50, 56, 66) and especially
presented in this study (figs. 1-4), the prostanoid TxA2 seems to mediate the effects of
oxidant stress (15, 29, 36) by contributing significantly to the microvascular degeneration
in OIR and possiblyROP.
TxA2 exerts known functions that may contribute to vasoobliteration, notably
platelet aggregation and vasoconstriction (21). Plateiet aggregation is involved in other
forms of ischemic neuropathies (51). However, studies of oxidant stress on impaired
ocular hemodynamics (15) and many others on OIR reveal an eariy endotheliai
cytotoxicity that is independent of plateiet aggregation (6-8, 14, 42), although this can be
detected later (42). The degree of retinal vasoconstriction evoked by TxA2 is uniikeiy to
resuit in vasoobliteration (1), as supported by the effects of other important retinal
vasoconstrictors such as (analogs of) PGF2 , which are equally released under oxidant
stresses (15) but did flot cause ceil death (Fig. 3D). Hence, effects of TxA2 other than
platelet aggregation and vasoconstriction probably also contribute to the retinal
vasoobliteration associated with OIR.
Indeed. a major finding of this study is the direct and relatively seiective
thromboxane-induced cytotoxicity to retinovascular endotheliai ceils (Fig. 3); this effect
was observed by using different TxA2 mimetics and prevented by a seiective TxA2-
receptor antagonist (Fig. 3, A-D). Although oxidant stress can stimulate TxA2 generation
188
in neural tissues over long durations (figs. 1 and 4; Ref 61), data suggest a triggering
action of TxA7 in inducing retinovascular endothelial ceil death; exposure of celis for only
4 h to U-46619 was sufficient to induce ceil death detected 48 h later (fig. 3E). The
increased vulnerability of retinovascular endothelial celis to TxA2 cannot simply be
explained by a limited expression of TxA2 receptors in astrocytes and certainly not in
smooth muscle ceils (26, 32, 33). Similarly, the effect of TxA2 on retinovascular
endothelial celis also seems to distinguish itself from that on other endothelial ceils (fig.
6). Consistent with our observations, it has been reported that TxA2 causes migration of
renal microvascular endothelial ceils (1$) but flot of human umbilical vein endothelial
ceils (5), which are also known to contain TxA2 receptors (32). This probably reflects the
heterogeneity of endothelium (63), such as, for instance, the distinct properties of
glomerular and brain endothelium. Hence, differences in cellular phenotypes contribute to
celi-specific TxA2-induced effects. Altogether, our data strongly suggest that TxA2 is
cytotoxic to neuroretinal microvascular endothelium, which might contribute to the
retinal vasoobliteration ofOIR.
Retinovascular endothelial ceil death induced by TxA2 (using the mimetic U-
46619) does flot seem to be due primarily to apoptosis. Nuclear condensation and DNA
fragmentation were observed in 8% of celis (fig. 5, a, e, and d. Inhibition of major
effector caspases only slightly reduced TxA2 mimetic-induced ccli death (fig. 5e); a
similar inefficacy of the poly(ADP-ribose) polyrnerase inhibitor nicotinamide (12) was
observed. On the other hand, U-46619 caused a time-dependent increase in PI
incorporation and LDH release, indicative of membrane disruption and suggestive of
necrosis (fig. 5, b, d, and J). Nonetheless, because of the relatively long lag time (24 h)
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between TxA2 mimetic treatment and detection of celi death (Fig. 3, A and 3), one cannot
totally exciude a form of celi death intermediate between apoptosis and necrosis as
proposed for other celis and termed “necrapoptosis” (37, 59).
The mechanisms for TxA2-induced cytotoxicity of neuroretinal vascular
endothelial ceils are flot clear. A possibly important mechanism may involve cellular
mobilization and incorporation of calcium by TxA2 (4). There is strong evidence that an
rncrease in intracellular calcium can induce both necrotic and apoptotic celi death
processes (49, 64). Changes in cellular calcium can activate specific phospholipases and
proteases, disrupt mitochondrial permeability transition pores, which results in arrest in
ATP production, and stimulate the generation of reactive oxygen species (49. 64), which
can in tum sustain a self-destructive cycle (13). Interestingly, we found that treatment of
retinovascular endothelial celis with U-46619 caused a fourfold increase in
hydroperoxides, consistent with other reports (40), and, more importantly, the induced
ceil death was prevented by the antioxidant U-74389G (data not shown). Studies on
mechanisms of TxA2-induced neuroretinovascular endothelial cell death are presently
under investigation.
In conclusion, this study unveils for the first time an important role for a specific
factor in the retinal microvascular degeneration of OIR, namely TxA2. Also, TxA2 may
contribute in this process through a previously undescribed function, specifically by
directly inducing retinovascular endothelial cell death. We speculate that TxA2-induced
microvascular endothelial degeneration could contribute to the pathogenesis of ROP and





































Figure 1. A: effects ofthromboxane A2 (TxÀ2) synthase inhibitor CGS-12970 and TxA2-
receptor antagonist CGS-22652 on hyperoxia-induced vasoobliteration in rats. Rats were
exposed from postnatal days 5-14 to air or 80% 02 (as described in MATERIALS AND
METHODS). Tx32, thromboxane 32. 3: pups were randomiy assigned throughout study
period to intraperitoneal injections of 50 pi of vehicle DMSO, selective TxA2 synthase
inhibitor CGS-12970 (10 mg kg1 day’), or TxA2-receptor antagonist CGS-22652
(10 mg kg’ day’). Rats were kiiled on day 15, and retinai flat mounts were stained
with ADPase. Vascular density was calculated for the total retinal surface, and resuits are
presented as percent difference from untreated animais raised in air. Values in histogram
are means ± SE of 4-5 retinas for A and 5-16 retinas for B. * F <0.01 compared with ail
other values. C: original and negative photomicrographs presented are magnified to
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Figure 2. Cytotoxic effects of U-46619 on freshly isolated rat pup (A) and newborn pig
(B) neuroretinal microvessels. Microvessels (25 .trn) containing primarily endothelium
(factor VIII positive and smooth muscle actin negative) from 10- to 1 4-day-old rats and
1- to 3-day-old piglets were incubated for 24 h with U-46619 and then stained with
Hoechst 33342 (identifies ail cells) and propidium iodide (PI) as described in MATERIALS
AND METHODS. Staining was visualized with an immersion objective placed directly onto
the culture medium using red and ultraviolet filters. Note signfficant incorporation of PI
in microvessel ceils treated with U-46619, indicating cellular membrane disniption. Scale
bars represent 20 trn. Values in histograms are means ± SE of proportion of PI-positive
ceils (relative to all celis stained with Hoechst 33342) in 3 experiments perforrned in
quadniplicate. * P < 0.05 compared with saline-treated (control) microvessels (by
ANOVA and comparison among means).
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Figure 3. lime (A and B), concentration (C), and prostanoid dependence and celi
specificity of effects of TxA2 mimetics U-46619 (A and C) and I-BOP (B and C) on celi
viability. Cultured porcine neuroretinal microvascular endothelial ceils were treated with
U-46619 or I-B OP, and 3 -(4,5 -dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) assay was performed at 4$ h, unless otherwise indicated (in A). Celi viability in
untreated ceils was 95%. * F < 0.05 compared with values at 12 h (A and B) and other
concentrations of U-46619 at corresponding time as well as to 1 OE11 M TxA2 mimetics
(C) (1- or 2-way ANOVA factoring for time and concentrations). D: effects of (1 iM)
contractile prostanoids fenprostalene and 16,1 6-dimethyl-PGE2 and of U-46619 in
presence of selective TxA2-receptor blocker L-670596 (0.1 !.tM) (22). *
F <0.01 compared with control (vehicle-treated) value. E: effects of variable exposure
time to U-46619 (0.5 1iM) on ceil viability. Celi death was assayed at 48 h; ceil death was
quantified (by MIT assay) 48 h afier addition of U-46619 or vehicle to media containing
the celis. * P < 0.01 compared with control (vehicle-treated) value. f: effects of U-46619
(1 jiM) on retinal smooth muscle and astroglial celis. * P < 0.01 compared with control
values. Values are means ± SE of 3-6 (A, B, C, F), 3-4 (D), or 4-7 (E) experiments, each
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Figure 4. Effects of 8-iso-PGF2 on thromboxane generation (A) and TxA2-dependent
death of retina! microvessel endothelial celis (3). Cu!tured endothelial celis were exposed
to $-iso-PGF2 (100 nM) for 4$ h. TxB2 levels in media were measured at indicated
times, and ce!! death was determined by MTT assay at 4$ h in the absence and presence
ofTxA2 synthase inhibitor CGS-12970 (1 1iM). * F <0.01 compared with other va!ues at
coiresponding times or concentrations and to initia! va!ues (2-way ANOVA factoring for
time or concentration and treatment).
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figure 5. Effects of U-46619 on chromatin condensation PI incorporation, DNA
fragmentation, and lactate dehydrogenase (LDH) release by porcine cerebrovascular
endothelial ceils, and contribution of caspase in U-46619-induced ceil death. a:
Chromatin staining of celis with membrane-permeable Hoechst 33342 (identifies ceils)
was done 48 h after exposure to U-46619 (0.5 .tM). Solid anow indicates few celis
containing condensed chromatin (intense fluorescence). b: Chiomatin staining of the
same ceils as in a using membràne-impermeable PI, which reflects membrane disruption,
which is indicative of necrotic celi death. Open arrow points to a ceil without chromatin
condensation in a and the same ceil permeable to PI in b. Other PI-positive ceils are not
indicated in a to avoid overcrowding. e: In situ staining of 3’OH DNA fragments
{terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling (TTJNEL)
staining] of endothelial celis exposed for 24 h to U-46619 (0.5 iM). Note rare positively
(green) stained nuclei. Scale bar represents 10 im. d: Time course of PI incorporation
( and TUNEL-positive ceils (O) exposed to U-46619 (0.5 jiM). Values are means + SE
of percentage of celis viewed in 5 fields/coverslip on 3 separate preparations, each
performed in triplicate. * F <0.01 compared with basal values (1-way ANOVA);
t F <0.01 compared with TTJNTEL-positive celis. e: Effects of effector caspase inhibitor
Z-D(OMe)-E(OMe)-V-D(OMe)-fMK (Z-DEVD-FMK) (50 1iM) on ceil death induced
by U-46619 (0.5 iM), ceramide (8 tM), or H202 (0.5 mM). Cells were preincubated
(hatched bars) or not (open bars) with Z-DEVD-FMK, and viability was determined by
MTT assay. Values are means + SE of percentage of controls of 3 separate experiments,
each performed in triplicate. * F < 0.01 compared with ceramide alone; t
F < 0.05 compared with other treatments. f LDH activity in the endothelial celi media at
different time periods afier addition of U-46619 (0.5 1iM). Values are means + SE. *
F < 0.05 compared with other values (l-way ANOVA).
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Fïgure 6. Effects of U-46619 on endothelial ceils from different hurnan tissues. Cells
were treated with U-46619, and MIT assay was perforrned at 4$ h. Ceil viability in
untreated celis was 95%. Values are means ± SE of 3-5 experiments, each performed in
triplicate and expressed as percentage of control. * F < 0.01 compared with control
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CHAPITRE 5
Le facteur d’activation plaquettaire lors de la
vaso-oblitération rétinienne: implications dans la
rétinopathie du prématuré
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Abrégé
Purpose. To test whether platelet-activating factor (PAF) directly causes retinovascular
endothelial ccii (EC) death.
Methods. Retinovascular density was caiculated in rat pups exposed to 80% 02 from
postnatal days (P)6 to P14 (to produce oxygen-induceÏ retinopathy [OIRJ), using the
adenosine diphosphatase (ADPase) technique, in animais treated with distinct PAF
receptor blockers (PCA-4248, BN52021, or THG315). PAF levels were then measured in
the retinas. Viability ofECs from piglets and humans inresponse to C-PAF ta stable PAF
analogue) was determined by the reduction of the tetrazolium sait 3-(4,5-dimethyl thiazol
2y1)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) by viable celis, incorporation ofpropidium
iodide (PI), TUNEL assay, and release of lactate dehydrogenase. Release of thromboxane
(TX) was measured in the ccli media.
Resuits. PAF levels in retina were markedly increased by exposure of isolated rat retinas
to H202 (1 iM) and of rat pups placed in 80% 02. Exposure to 80% 02 induced retinal
vasoobliteration, which was equally significantly inhibited (- 60%) by ail PAF receptor
biockers tested. C-PAF increased incorporation of PI by isolated rat retinal
microvasculature. Also, C-PAF caused time- and concentration-dependent death of
cultured retinal ECs, which was prevented by the PAF receptor antagonist CV-3988. This
effect of C-PAF was selective on retinal and neurovascular ECs, but flot on other ECs.
DNA fragmentation (TUNEL) was hardly detected, and inhibition of apoptosis-related
processes by nicotinamide, cyclosporin A, and Z-DEVD-FMK and Z-VAD-FMK
(caspase inhibitors) barely protected against death in EC, whereas C-PAF increased
release of lactate dehydrogenase, implying that necrosis is the nature of EC death. Finally,
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C-PAF—induced celi death was preceded by an increase in TXB2 levels and was
prevented by TXA2 synthase inhibition (with CGS 12970).
Conclusions. The data suggest PAF plays a major role in vasoobliteration in OIR by
triggering death of neuroretinal microvascular ECs. The ceil death seems to be rnediated
at least in part by TXA2. Theseeffects of PAF may participate in ischemic retinopathies
such as diabetes and retinopathy of prematurity.
Introduction
Oxidant stress plays an important foie in the retinal vasoobiiteration associated
with diabetic retinopathy,”2 retinopathy of prematurity,3’4’5 and possibÏy retinitis
pigmentosa.6’7 Oxygen-induced retinopathy (OIR) is a commoniy used model of vascular
ceil injury, culminating in the microvascuiar degeneration that precedes abnormal
neovascularization, which is characteristic of retinopathy of prematurity and
diabetes.3’8’9”°”2 This microvascuiar degeneration ieads to ischemia, which is thought to
contribute to the structurai and functionai changes observed in OIR.’3’14 Endothelial ceils
seem particulariy susceptible to peroxidation-induced injury,15 whereas pericytes, smooth
muscle ceils, and perivascuiar astrocytes are relativeiy resistant.15’16’17’18 The mediators of
oxidant stress-induced ceil death are complex and not fiuly known.
Platelet-activating factor (PAF) is abundantly generated after oxidant stress19’20
and contributes to neurovascuiar injury, including that in the retina21’22’23’24 but its specific
role in retinal vasoobiiteration in OIR has not been demonstrated. Many of the vascular
actions of PAF have been attributed to vasoconstriction and plateiet aggregation.25’26
However, endothelial cytotoxicity in OIR occurs before platelet aggregation.8”2’27 In
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addition, hemodynamic compromise afier oxidant stress in the retina are independent of
platelet aggregation.28 Moreover, OIR in the young rat provides an adequate model to
distinguish vascular- and platelet-induced effects, because platelets from the rat are
insensitive to PAF.29 Thus, it is possible that PAF also causes other effects on
microvasculature, more specifically on endothelial ceils.
PAF can augment effects of oxidant stress by increasing the generation of oxygen
radicals.30’3’ Moreover, PAF-acether has been found to modulate apoptosis in immature
T-cell lines.32 However, direct evidence that PAF induces death of other primary ceils
and, especially in this context, of neuroretinal microvascular endothelial celis has neyer
been reported. Corroboration of this inference may further our understanding of the
pathogenesis of vascular degeneration in ischemic retinopathies. We therefore tested the
hypothesis that PAF plays a role in the microvascular degeneration of OIR, which can be
caused by direct cytotoxic action of PAF on neuroretinal microvascular endothelial cells.
In addition, because PAF can stimulate the production of thromboxane (TX)A2,33’34 and
the latter has recently been reported to induce endothelial cytotoxicity directly,35 we
investigated whether PAF-induced retinovascular endothelial ceil death is mediated




Newbom and aduit Sprague-Dawley rats (Charles River, $t.-Constant, Québec,
Canada) and 1- to 3-day-old Yorkshire piglets (Fermes Ménard, L’Ange-Gardien,
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Québec, Canada) were used according to a protocol of the Hôpital Sainte-Justine Animal
Care Comrnittee and the ARVO $tatement for the Use of Animais in Ophthalrnic and
Vision Research.
Chernicals and Materials.
THG3 15 was a gifi from Theratechnologies, Inc. (Saint-Laurent, Québec),
CGS 12970 from Ciba-Geigy (Summit, NJ), and L-670596 from Merck-Frosst (Kirkland,
Québec, Canada). Human brain endothelial ceils were generously provided by the
National Research Council of Canada (Ottawa, Ontario, Canada). The following materials
were purchased: human aortic. dennal and umbilical vein endothelial celis (Clonetics,
San Diego, CA); C-PAF (1 -O-hexadecyl-2-N-methylcarbamyl-sn-glycero-3-
phosphocholine), BN52021 (Ginkoiide B), CV-3988, and PCA-4248 (Biomol Research
Laboratories, Inc., Plymouth Meeting, PA); poly-L-lysine, ceramide, dimethyl sulfoxide
(DMS O), nicotinamide, 3 -(4,5-dimethyl thiazol-2y1)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT), and propidium iodide (PI; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO); Hoechst 33342
(Polysciences, Warrington, PA); antifade reagent (Fluoroguard; Bio-Rad Laboratories,
Hercules. CA); platelet-activating factor scintillation proximity assay kit (Amersham,
Oakville, Ontario, Canada); antibodies to factor VIII, smooth muscle-specific actin, and
guai fibrillary acetic protein (GFAP; Dako, Carpinteria, CA); FITC-conjugated goat anti
rabbit antibody (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove. PA); PAF receptor
antibody (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI); a direct fluorescein kit (Apoptag;
Intergen. Gaithersburg, MD); Z-DEVD-FMK and Z-VAD-FMK (R&D Systems Inc.,
Minneapolis, MN); Hamilton syringe (Hamilton Co., Reno, NV); annexin-V-FITC kit
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(Biosource, Camarillo, CA); 1 -O-octadecyl, [octadecyl-9, 1 0-3H(A)]-2-acety1-sn-giycery1-
3-phosphorylcholine (specffic activity: 160 Ci/mmol; NEN Life Science Products, Inc.,
Boston. MA); other materiais were purchased from Fisher Scientific (Montréal, Québec,
Canada).
Intravitreous Injections.
Retinovascular degeneration was studied in rat pups as reported.’3’36’37 Briefly,
rats were piaced in an 80% ± 5% oxygen environment from postnatal days (P)6 to P9.
Control animais were maintained in room air (21% 02). Time of exposure to hyperoxia
was chosen according to maximum susceptibility of vasculature to oxidant stress,38 to
allow testing of the effect of hyperoxia on degeneration of existing vesseis.3”
MolecuIariy distinct PAF antagonists were used to ascertain effects: PCA-4248, a
derivative from dihydropyridine antagonists devoid of calcium channel antagonist
activity; THG3 15, a protease-resistant peptidomimetic noncompetitive antagonist of PAF
receptor; and BN5202 1 (Ginkolide B), a widely used PAF antagonist.39 On P6 to P8, pups
were first anesthetized with intraperitoneai injection of a ketamine (100 mg/kg) and
xylazine (15 mg/kg) solution delivered in a volume of 50 iL with a 30-gauge 2.5-cm
needle on a 1 00-fiL syringe (Hamilton, Reno, NV). PCA-424$,39 5N5202 1,23 or THG3 15
(EC50, 50 nM) were then injected in a volume of 0.5 tL (within 10 to 15 seconds) once
daily into the vitreous (in proximity with the optic nerve) of one eye to achieve estimated
concentrations of I M, and isotonic saline was administered in the contralateral eye. A
34-gauge 1-cm needle fixed to a 1-fiL syringe (Hamilton) mounted on a
micromanipulator was used, and eye volume was estimated at approximately 35 fiL,
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based on spheric volume calculation of nasotemporal equatorial diameter and volume-to
weight ratio determination,40’4’ both of which were in concordance. Retinal vascularity
was assessed on P9, by the adenosine diphosphatase (ADPase) histochemical technique,42
as previously described by us.13 Retinas were photographed (DMC le; Polaroid Corp.,
Cambridge. MA), and vascular density was determined on computer (Image-Pro Plus,
ver. 4.1; Media Cybemetics, Silver Spring, MD) as reported.35
Oxygen-Induced Retinopathy.
To assess more fully the role of PAF in vasoobliteration in OIR, rat pups were
maintained in an 80% ± 5% 02 environment from P5 to P14, when normal retinal
vasculature reaches the periphery,43 as we13 and others4’5”° have described. Control
animais were maintained in room air (21% 02). Furthermore, the involvement of PAF and
efficacy of PAF receptor antagonists was studied afler systemic administration. Pups were
randomly assigned to receive, throughout the study period, intraperitoneal injections of 50
tL DM50 (vehicle) or effective doses44’45 of PAF receptor antagonist 3N52021 (2 mg/kg
per day). Animais were killed on day 15 and retinal ftatmounts prepared for ADPase
staining.13’42 Retinas were photographed and vascular density calculated as described.
Vascular density in study groups was compared with that in untreated animais raised in
21% 02, for which values were set at 100%.
Isolation ofMicrovesselsfrorn Retina.
Neuroretinal microvessels from rats (10—14 days of age) and piglets were isoiated
as previousiy reported.46 Isolated microvessels were dispersed in Hanks’ balanced sait
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solution (HBSS) and filtered twice through 70-iim nylon mesh to obtain mostly
capillaries. The filtrate predominantly contained endothelium. because these small
microvessels were immunoreactive to factor VIII but flot to smooth muscie-specific
actin.46 Freshly isolated microvessels were incubated on poly-L-lysine—coated glass
coverslips ovemight in endothelium growth media exposed to the PAF-stable analogue C-
PAF (100 nM) with or without CV-3988 (1 jiM), a PAF structural analogue showing
specific PAF receptor antagonist activity.39 Ceil death was assessed by using membrane
impermeable and -permeable DNA-binding dyes—respectively, propidium iodide (PI)
and Hoechst 33342.4748 Hoechst 33342 identifies ail ceils, and Plis incorporated into the
cell if the membrane is disrupted (as in dying celis). Microvessels were ioaded for 10
minutes at 37°C with PI and Hoechst 33342 (1 ig/mL and 5 ig/mL, respectively) and
visualized (200x) with red and ultraviolet filters. Images were acquired with a digital
camera (Spot RT Slider; Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI) aftached to a
microscope (Axioskop 2; Zeiss, Oberkochen, Germany). b enhance reproducibility, ceils
were counted only in microvesseis containing more than 20 endothelial cells.
Ceit Culture.
b investigate whether C-PAF—induced neuroretinal cytotoxicity occurs in other
species, the effects of C-PAF were aiso tested on neuroretinal microvessels from pigs. 0f
relevance. oxygen distribution in the pig retina49 resembles that in the rat retina50 and,
more important, in retinas of higher mammals including primates.51 Moreover, retinal
structures and vascular development in the pig share similar characteristics with those of
humans.52 Hence, because the C-PAF—induced proportion of celi death in neuroretinal
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microvessels of rats and pigs was similar (see Fig. 3 ), and because a large number of rat
pup retinas would be required to isolate microvessels for culture of endothelial celis, we
used microvessels from retinas ofpiglets (1—2 days of age) to culture endothelial ceils, as
described.46’53
Microvessels were placed in culture flasks with EGM-2 MV in a selective
endothelial growth medium containing the following growth factors (0.1% human
epithelial growth factor [hEGF], 0.04% hydrocortisone, 5% fetal bovine serum [FBS],
0.1% vascular endothelial growth factor [VEGF], 0.4% hFGF-B [with heparin], 0.1% R3-
IGF-1. 0.1% ascorbic acid, 0.1% lieparin 0.1%, 0.1% GA-1000; Clonetics, Palo Alto,
CA) to promote endothelial ceil growth.35 Ceils were growi in 12-well plates,
trypsinized, and subcultured. Celi viability was verified by trypan blue exclusion and was
95% or more. Endothelial ceils were identified by structural phenotype, positive reactivity
to factor VIII, and negative reactivity to smooth muscle-specific actin GFAP. In addition,
pericytes were cultured from retinal microvessels, as described,54 in DMEM containing
20% fetal caif serum, which promotes pericyte proliferation but flot that of endothelial
celis. Pericytes were identffied by characteristic elongated stellate rnorphology, positive
reactivity to smooth muscle-specific actin and negative reactÏvity to factor VIII.
To further investigate species independence and endothelial celi-type cytotoxicity to PAF,
flue effects of the latter were tested on endothelial celis from different tissues of humans.
The effects of C-PAF were also tested on human endothelial celis from aduit brain55 and
on human endothelial celis from aorta, umbilical vein, and dermis microvessels.
218
Ce!! Viability Assays.
Celis (5—15 passages) at approximately 80% confluence were reseeded in DMEM
(without fetal caif serum) for 18 to 24 hours (to syncbronize the ceil cycle) and then
incubated for up to 48 hours with the stable specific PAF mimetic C-PAF or the TXA2
mimetics U46619 or I-BOP. In some experiments the PAF receptor antagonist CV-3988
(1 I.iM)D6 or the TXA2 synthase inhibitor CGS12970 (1 tM)7 was added 60 minutes
before treatment with C-PAF. Cell viability was estimated by mitochondrial-dependent
reduction of 3-(4,5-dimethyl thiazol-2y1)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MIT)58 in
wells containing approximately 60,000 ceils. At the end of thc experiment, MTT (0.5
mg/mL in PBS [pH 7.2]) was incubated with celis for 2 hours at 37°C. The medium was
then drained and formazan product solubilized with acidified (40 mM HC1) isopropanol
and optical density measured at 600 nm.
Characterization of the nature of ceil death (necrosis or apoptosis) was studied
using membrane-impermeable and -permeable DNA-binding dyes, PI and Hoechst
33342, respectively.47’48 Contribution of apoptosis in ceil death was further studied by
inhibition of major effector caspase-6 and -9 as well as -1, -2, and -3 using Z-DEVD
FMK or Z-VAD-FMK (10—50 iM).35’59 Caspase inhibitors were added to cultured
retinovascular endothelial ceils 1 hour before addition of either C-PAF (100 nM), the
known apoptosis-inducing ceramide (8 1iM)6° or non—apoptosis-inducing concentrations
of II2O2 (0.5 mM)6’ for 48 hours. The contribution of apoptosis was further studied by
determining the inhibition of apoptosis-involved poly-ADP-ribose-polymerase (PARP)
and cyclophilin D (in the mitochondrial transition pore) with nicotinamide (1—100 nM)
and cyclosporin A (100 nM), respectively.62’63 Celi viability was assessed by MIT assay.
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Measurernent ofDNA fragmentation and Lactate Dehydrogenase.
DNA fragmentation was determined by a TUNEL-based technique, with a
commercial kit (Apoptag; Intergen). Endothelial ceils were grown on coverslips and
treated with C-PAF (100 nM) for different time periods. Celis were washed twice with
cold PBS, fixed with 4% paraformaldehyde at room temperature for 10 minutes, washed
twice in PBS, and postfixed in ethanol and acetic acid (2:1) for 5 minutes at -20°C. Afier
washing, celis were incubated with terminal transferase and FITC-conjugated dUTP for 1
hour at 37°C in a humid chamber. The reaction was stopped by incubation with buffer
from the kit (Stop/Wash) for 10 minutes at room temperature. Nuclei were counterstained
with PI, washed and mounted (Immu-mount, Shandon, Pittsburgh, PA). Celis were
visualized under a fluorescence microscope.
Lactate dehydrogenase (LDH) activity was measured spectrophotometrically at
340 nm as follows.64 Briefly, 800 jiL of reaction medium (Tris-HCY 80 mM, NaC1 200
mM, NADH 0.2 mM) was added to 200 tiL ofthe culture medium in a spectrophotometer
cuvette. The reaction was started by adding 1.5 mM pyruvate (final). The LDH content
was calculated as (Aoptical density/Atime [in minutes]) x 9682 units LDH/volume.64
fÏow Cytornetiy Detection ofAnnexin V Binding.
Loss of phospholipid asymmetry at the plasma membrane resulting in exposure of
phosphatidylserine residues on the outer leaflet is ofien used as a marker of apoptosis, but
ceil surface exposure of phosphatidylserine groups detected by annexin V binding can
also be associated with necrosis.65 Annexin V binding was determined on celis incubated
with PAF (10v M) or ceramide (8 jiM) for 6 and 24 hours. Concomitant PI staining,
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clearly reflective of necrosis, was also studied. Celis were collected with trypsin, washed
twice with PBS buffer (pH 7.4). and stained with the annexin-V—FITC kit, according to
the manufacturer’s instructions. Intensity of fluorescence was monitored (annexin V:
excitation 48$ nm, emission 527 nm; incorporation of PI: excitation 48$ nm, emission
599 nm) with a flow cytometer (FAC$can; BD Biosciences, Lincoin Park, NJ); data were
analyzed using the accompanying software (CellQuest; BD Biosciences).
FAF and TXAssays.
PAF (1- O-hexadecyl/octadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3 -phosphocholine
(C16:0/C1$:0 PAF) was measured from isolated retinas of 10-day-old rats exposed to 1
tM F1202 for 10 minutes and from isolated retinas from 1 0-day-old animais exposed to
hyperoxia from P6 to P9, afier extraction on octadecylsilyl silica columns, and quantified
with the scintillation proximity assay (SPA)66 kit. Cross-reactivity of the antibody for
other structurally related lipids was less than 0.06% (lyso-PAF <0,01%) and interassay
variability less than 5%.
TXB2 (stable TXA2 metabolite) formation by endothelial ceils exposed to PAF
was measured by radioimmunoassay afier extraction on octadecylsilyl silica columns, as
described.35
Western Blot Analvsis ofPAF Receptor.
Western blot analysis of PAF receptors was performed on rat retinas (100 j.tg
protein), as described.67 Afler an ovemight incubation with the polyclonal anti-PAF
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receptor antibody (1:5000), immunoreactive bands were visualized by
chemiluminescence (Pierce, Rockford. IL), according to the manufacturer’s instructions.
[3H]PAF Binding.
Saturation [3H]PAF binding was performed as previously reporied.68 Briefly, 1-O-
octadecyl, [octadecyl-9, 1 0-3H(N)] -2-acetyl-sn-glyceryl-3 -phosphorylcholine (specific
activity: 160 Ci/mmol: NEN Life Science Products, Inc.) was used as a labeled ligand and
10 iM unlabeled C-PAF, the nonmetabolizable form of PAF,69 was used for assessing
nonspecific binding. Saturation binding was initiated by adding (106) endothelial ceils to
100 iL incubation mixture for 30 minutes at 25°C. Reaction was stopped with coid 10
mM Tris-HCI buffer and samples filtered through glass microfiber filters (GF/B;
Whatman, Maidstone, UK). Receptor density (Bm) was determined with by computer
(Prism sofiware; GraphPad, San Diego, CA).
StatisticaÏ AnaÏysis.
Data were analyzed by one- or two-way ANOVA, factoring for treatments,
followed by the Tukey-Krarner method for comparison among means. Statistical
significance was set at? < 0.05. Values are presented as the mean + SEM.
Résultats
FAF Levets and PAF Receptor Expression in Response to Oxidant Stress.
Exposure of isolated retinas from 10 day-old rats to F1202 (1 jaM) for 10 minutes
caused a 10-foÏd increase in PAF levels. Similarly, PAF levels in retinas of rat pups
exposed to 80% 02 from P6 to P9 were significantly higher than in retinas of pups
exposed to 21% 02 (Fig. 1 A) . In contrast, PAF receptor expression in retinas from 9-day-
old rats exposed to hyperoxia from P6 to P9 did flot differ from that in normoxia-raised
animals(Fig. lB).
Effects of Intravitreous Injections of FAF Receptor Antagonists on Retinal Vascutar
Density ofHyperoxia-Exposed Rats.
Rat pup retinas subjected to hyperoxia (80% + 5% 02) from P6 to P9 exhibited
decreased vascular density (Fig. 1D) . Injection of the PAF receptor antagonists PCA
4248, BN52021, or THG315 into the vitreous (proximity of optic nerve) of one eye
caused equivalent and significant preservation of microvascular density relative to the
contralateral eye injected with an equivalent volume of saline (Fig. 1C 1D) . Intravitreous
injection of saline did flot affect ocular microvasculature, which was similar to that ofthe
untreated contralateral eye. In addition, control animals (21% 02) injected with the same
doses and volumes ofPCA-4248, BN52021, or THG315 also did not exhibit changes in
vascular density.
Effects ofSysternic FAF Antagonists in Vasoobliteration in OIR.
As expected,8”27’43 control animals treated with vehicle (DMSO) exhibited a
fully vascularized retina at 15 days of age. Hyperoxia induced retinal vasoobliteration
(Fig. 2) which was markedly attenuated by the systemically administered PAF receptor
antagonist BN52021, as seen with intravitreous injections; BN52021 did flot affect retinal
vessel density of control rats maintained at 21% 02.
223
Effects ofC-FAF on IsoÏated Retinal MicrovesseÏs.
Effects of C-PAF on microvascular ceil death was tested directly on retinal
microvessels (30 irn) containing primarily endotheliai celis (factor VIII—positive and
smooth muscle actin—negative). C-PAF (100 nM) increased incorporation of PI in rat
retinal microvasculature indicative of celi death (Fig. 3) . The proportion of PI-positive
celis relative to ail ceils (which stain to Hoechst 33342) was significantly augmented by
C-PAF. C-PAF also increased incorporation of PI in newbom pig retinal microvessels. In
both cases, incorporation of PI was prevented by the PAF receptor antagonist CV-3988
(Fig. 3) , suggesting a species-independent effect of PAF on retinal microvascular
degeneration.
Effects ofFAF on Viabitity ofRetinovascuÏar Endothelial Ce ils.
Effects of PAF were tested directly on retinovascular endothelial celis. For
reasons described in the Methods section, celis arose from piglet retinal microvasculature.
C-PAF caused concentration- and time-dependent (Fig. 4) death of retinovascular
endothelial ceils in culture (as reflected by a decrease in MTT); EC50 for C-PAF was
approximately 50 pM (at 48 hours). Selective PAF receptor antagonist CV-3988
prevented C-PAF—induced endothelial ceil death (Fig. 4C).
Effects ofFAF on EndotheliaÏ Ceils in Human Tissues Humans and on Fericytes.
Effects of PAF mimetic C-PAF were also tested on endothelial cells from aduit
human brain.55 aorta, dermis. and umbilical vein. C-PAF (100 nM) caused death of
224
endothelial ceils from brain but flot from aona, umbilical vein, or dermis microvessels
(Fig. 4D) , demonstrating tissue-specific selectivity to PAF-evoked toxicity. Tissue
specific endothelial celi vulnerability to PAF seemed independent of receptor density,
because PAF receptor density was comparable in brain and umbilical vein endothelial
ceils (respectively, 115 * 48 and 89 ± 37 fmol/mgprotein). Porcine retinal pericytes were
also marginaÏly affected by C-PAF (Fig. 4D).
Nature ofRetinovascular Endotheliai Ceil Death in response to PAF.
The decrease in MTT in retinovascular endothelial celis (Fig. 4) was consistent
with a corresponding increase in incorporation of PI (Figs. 3,5B) . The proportion of
TUNEL-positive ceils (Figs. 5A,5B ; indicative of apoptosis) was 7% or less during 48
hours of exposure to C-PAF (100 nM). C-PAF caused an increase in both binding of
annexin V and incorporation of PI, whereas only binding of annexin V was detected with
apoptosis-inducing ceramide6° (Fig. 5C) Binding of annexin V was also observed with
necrosis.65 Inhibition of apoptosis-related PARP with nicotinamide (5 nM)62 and
cyclophilin D with cyclosporin A (100 nM)63 did not reduce C-PAF—elicited cell death
(Fig. 5D). Similarly. the caspase inhibitors Z-DEVD-FMK or Z-VAD-FMK (50 jiM) did
flot reduce C-PAF-triggered ceil death, whereas cell death induced by apoptosis-evoking
ceramide6° was ftilly prevented by Z-DEVD-FMK and Z-VAD-FMK. Ceil death induced
by H202 (0.5 iM)6’ was uriaffected (Fig. 5E) . In contrast, LDH release in response to C-
PAF (indicative ofnecrosis) increased in a time-dependent manner (Fig. 5F).
225
Role of TX4 in PAf-Evoked Retinovascular EndotheÏial Ceit Death.
Because PAF can elicit of formationlXA733’34 and TXA can induce endothelia!
cytotoxicity,35 we tested whether PAF-evoked retinovascular endothelial ceil death is
TXA2 dependent. Stimulation of porcine retinal endothelial ceils for 6 hours with C-PAF
caused an increase in TXB2 levels (fig. 6A). C-PAF—induced ce!! death, in cultured ce!ls
as we!1 as in retinal microvessels, was significant!y attenuated by TXA2 synthase inhibitor
CGS 12970 (Figs. 3C,6B) . Simi!ar to C-PAF TXA2 mimetics U46619 and I-BOP caused
35ceil death (Fig. 6C) , as recently documented.
Discussion
Microvascular degeneration is a major feature of OIR,3’891o’’2 a model that
shares features with retinopathy of prematurity3”2’27 as wel! as of diabetes. The
mechanisms responsib!e for microvascular degeneration in OIR are mostly unknown. In
the present study, we investigated whether PAF plays a ro!e in retinal microvascular
ob!iteration in OIR. Because this appeared to be the case, we determined whether
vasoobliteration is a direct consequence of PAF-induced endothelia! ceil death.
An important role for PAF in retinal vasoob!iteration in OIR is suggested by the
re!ative preservation of microvasculature (ADPase-positive)42 by mo!ecu!arly distinct
PAF receptor blockers PCA-4248. BN52021, and THG315 (Figs. 1,2) . Although
ADPase is particularÏy !ocalized in endothelium, it can also be found in pericytes and
smooth musc!e cells42 ; however, induction of ceil death by C-PAF was hard!y detected in
smooth muscle ce!ls (data not shown), suggesting that the loss of vascular staining in OIR
is either consistent with the requirement of endothelium and/or invo!vement of separate
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factors for pericyte survivaL7° Also, because oxidant stress contributes to the retinal
vasoobliteration in OIR,4’ it can be argued that PAF receptor antagonists may elicit their
protective effects through their antioxidant properties, as suggested for BN52021,7’ but
this is not the case for CV-3988, THG315, and PCA-4248.39 Overali. because PAF is
abundantly generated during oxidant stress,19’20 because it contributes to the latter by
itself augmenting the generation of oxygen radical species,30’3’ and because inhibition of
‘1’2’”24its effects prevent neurovascular lnjury ‘ ‘“ (present study: Figs. 1,2 ), PAF seems to
mediate, at least in part, the effects of oxidant stress.20’72’73
On the basis of its known properties PAF can contribute to vasoobliteration,
notably through platelet aggregation and vasoconstriction.24 However, studies of oxidant
stress on impaired ocular hemodynarnics28 reveal an early endothelial cytotoxicity
independent of platelet aggregation,3’8’9”27’28 although this can be detected later.9
Furthermore, the degree of retinal vasoconstriction evoked by PAF Q--25% of basal
diameter)74 is unlikely to resuit in vasoobliteration as supported by known effects of other
retinal vasoconstrictors such as prostaglandin (PG)F2 and PGE2, which are released
under oxidant stresses28 but do not cause ceil death.35 It can be inferred that the role of
PAF in retinal vasoobliteration (Figs. 1,2) is mediated by other mechanisms.
Indeed, a major finding of this study is the direct and relatively selective PAF
induced cytotoxicity to retinovascular endothelial celis (Fig. 4) . This toxicity evoked by
PAF was flot only observed in vitro on cultured endothelial ceils (Figs. 4,5) but also ex
vivo on freshly isolated retinal microvessels (<30 11m, mostly endothelial ceils) of distinct
species (Fig. 3) . The specificity of this effect was further substantiated by prevention
with PAF receptor antagonists (Fig. 4C) . 0f interest, the toxic effects of PAF on
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endothelial ceils were tissue specific, so that C-PAF caused death of neurovascular
endothelial celis, whereas dermal, aortic, and umbilical endothelial celis, and retinal
pericytes were barely affected (Fig. 4D) . Although different vasomotor effects of PAF
have been described, such as dilatation of renal vessels75 and constriction of brain pial
vasculature,76 to our knowledge this is the first report to describe a selective endothelial
cytotoxicity of PAF. The increased vulnerability of retinovascular endothelial celis to
PAF cam-iot simply be explained by a limited expression of PAF receptors in the other
celi types tested,24 —as shown, for instance, by the similar PAF receptor density in
retinovascular and umbilical vein endothelial ceils. The heterogeneous nature of
endothelium such as in the glomerulus and brain is likely to contribute to differences in
susceptibility to PAF.77 Altogether, our data strongly suggest that PAF is cytotoxic to
neuroretinal microvascular endothelium, which may directly contribute to the retinal
vasoobliteration in OIR (Figs. 1,2).
Retinovascular endothelial celi death induced bv C-PAF does not seem to be
primarily due to apoptosis. The proportion of DNA fragmentation (TUNEL positivity)
was neyer greater than 6% throughout the 48-hour period of exposure to PAF. Similarly,
despite binding of annexin V after 6 and 24 hours of treatment with PAF, an increase in
PI was also observed at 6 hours—accordingly, annexin V binding was also detected in
necrotic ceil death.6 In addition, PARP and cycÏophilin D inhibitors, nicotinamide and
cyclosporin A, respectively,6263 were also ineffective (Fig. 5D) . Furthermore, inhibitors
of major effector caspases did not prevent or diminish PAF-induced celi death (Fig. 5E).
In contrast, C-PAF caused a time-dependent increase in release of LDH, suggestive of
necrosis (Fig. 5F) . Nonetheless, because of the relatively long lag time (24 hours)
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between PAF treatmern and detection of celi death (Fig. 4B) , one cannot totally exciude a
form of ceil death intermediate between apoptosis and necrosis, which has been termed
necrapoptosis. as proposed for other cells.78’79
We began to assess the mechanisms for PAF-induced cytotoxicity of
neuroretinovascular endothelial ceils, which unveils a significant role for TXA2 (fig. 6).
TXA2 has recently been reported to elicit selective neuroretinal endothelial celi death,
which, similar to that induced by PAF, seems to be mostly necrotic.3 TXA2 also
contributes to the retinal vasoobliteration in OIR. The precise mode of action of TXA2 in
this process remains to be clearly identified. Cellular mobilization and incorporation of
calcium has ofien been reported to be essential important in both necrotic and apoptotic
ccli death processes.808’ PAF as well as TXA2 are strong stimulants of cellular calcium
mobilization.24’44’82 Increases in cellular calcium can activate specific phospholipases and
proteases, disrupt mitochondrial permeability transition pores resulting in arrest in
adenosine triphosphate (ATP) production, and stimulate the generation of reactive oxygen
species,80’81 which can in turn sustain a cytotoxic cycle.83 The precise mechanisms of
PAF- and TXA2-induced neuroretinovascular endothelial cytotoxicity are being
investigated.
In conclusion, this study identifies for the first time an important role for PAF in
the retinal microvascular degeneration of OIR. In addition, PAF may contribute in this
process of neuroretinovascular degeneration through a previously undescribed function,
specffically by directly inducing endothelial ce!! death (Figs. 3,4,5,6) . We specu!ate that
PAF-induced microvascu!ar endothelial degeneration cou!d contribute to the pathogenesis
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Figure 1. Effects of H202 and hyperoxia on PAF levels (A) and of PAF receptor
antagonists on hyperoxia-induced changes in retinal vascular density (B). (A, )
Concentrations of isolated retinas from 1 0-day-old rats treated for 10 minutes with 1 iM
F1202; (•) PAF levels in retinas of rat pups subjected to normoxia (21% 02) or hyperoxia
(80% 02) from P6 to P9. (B) PAF receptor immunoreactivity; representative Western blot
(boxed inset). (C) Representative retinal flatmounts of 9-day-old rat pups exposed to
normoxia (21% 02) or hyperoxia, as described in (A), untreated or treated intravitreously
with PAF receptor antagonists (PCA-4248. BN52021, or THG3 15). (D) Relative changes
in vascular density of retinas treated in (C). Data are the mean ± SEM of resuits from 3 to
5 retinas (A, B) and 5 to 16 retinas (D); < 0.01 compared with ail other PAF











Figure 2. (A) Effects of systemically administered PAF receptor antagonist BN52021 on
retinal vasoobliteration induced by exposure of rats to room air or 80% 02 from P5 to
P14. Pups were injected intraperitoneally tbroughout exposure to hyperoxia either with
50 1iL DMSO (vehicle) or 3N52021 (2 mg/kg per day). Rats were killed on day 15 and
retinal flatmounts stained for ADPase. (B) Vascular density was calculated for the total
retinal surface and resuits presented relative to density in untreated animais maintained in
room air (21% 02). Data in are the mean ± SEM results in of four to five retinas; <
0.01 compared with ail other data. Original and negative photomicrographs were
magnified to display the microvasculature clearly. Scale bar, 500 im.
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Figure 3. Cytotoxic effects of C-PAF on freshly isoÏated retinal microvessels from 12- to
14-day-old rats (A, B) and 1- to 3-day old pigs (C, D). Microvessels (30 iim) primarily
containing endotheliuni (factor VIII—positive and smooth muscle actin—negative) were
incubated for 24 hours with C-PAF (100 nM) and then stained with Hoechst 33-342 and - -
PI. Staining was visualized with an immersion objective placed directly onto the culture
medium, using red and ultraviolet filters. PI was significantly incorporated in
microvascular ceils treated with C-PAF, indicating cellular membrane disruption.
Incorporation of PI was prevented by preincubation with PAF receptor antagonist CV-
3988 (1 11M) as well as with TXA2 synthase inhibitor CGS12970 (1 11M). Data are the
mean + SEM of the proportion of PI-positive cells relative to ail cells stained with
Hoechst 33342 in three separate experiments each performed in quadruplicate; *P < 0.01
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Figure 4. Concentration- (A) and time (B)-dependent effects of C-PAF on cultured
porcine neuroretinal microvascular endothelial ceils. (A) MIT assay was performed at 48
hours. (B) Celis were treated with 100 nM C-PAF. Data are the mean + SEM of resuits in
three to six separate experiments, each performed in quadrup1cate and expressed as a
percentage of control (untreated); *D < 0.05 (one-way ANOVA factoring for time or
concentration). (C) Effects of PAF receptor antagonist CV-398$ (1 tM) on C-PAF (100
nM)-induced retinal endothelial ceil viability at 4$ hours. Ccli viability in untreated celis
was 95% or more. Data are the mean ± SEM of resuits in three to four experiments; *P <
0.01 compared with other data. (D) Effects of C-PAF (100 nM) on endothelial celis from
aduit human brain (HCEC), aorta (HAEC), dermis (HDEC), and umbilical vein
(HUVEC) and on porcine retinal endothelial ceils (PREC) and pericytes (PP). In ail cases
MIT assay was performed after 48 hours’ exposure to C-PAF. Cell viability in untreated
celis was 95% or more. Data are the mean ± SEM of resuits in three to five experiments,
each performed in triplicate and expressed as percentage of the control (untreated). ‘F <



























































































































































































Figure 5. Nature of C-PAF—induced retinovascular endothelial cytotoxicity. (A) In situ
labeling of 3OH DNA fragments ofuntreated (Ïeft) and C-PAF-treated (right) endothelial
ceils. Arrows: TUNEL-positive celis (PI was used as counterstain); note rare positively
(arrows) stained nuclei. Scale bar, 10 p.m. (B) lime-course of incorporation of PI and
TUNEL-positive celis exposed to C-1AF (100 nM). (C) Anriexin V binding and
incorporation of PI in endothelial celis in response to C-PAF (100 nM) and ceramide (8
jiM; detected by flow cytometry). Values are means + SEM of three separate
experiments; < 0.05 compared with conesponding basal values. (D) Effects of
nicotinamide (5 nM) and cyclosporin A (100 nM) on C-PAF (100 nM)—induced
endothelial celi viability (detected by MTT assay). Data are the mean ± SEM celi
viability expressed as a percentage of control (untreated) celis of three separate
experiments, each performed in triplicate; *JJ <0.01 compared with control. (E) Effects
of caspase inhibitors Z-DEVD-FMK and Z-VAD-FMK (50 iM) or vehicle on celi
viability (detected by MTT assay) induced by C-PAF (100 nM), ceramide (8 jiM). or
H202 (0.5 iM). Data are the mean ± SEM ceil viability expressed as a percentage of
untreated ceils of three separate experiments, each performed in triplicate; *]J < 0.01
compared with ceramide alone (without inhibitors). (F) LDH activity in media as a
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Figure 6. Effects of C-PAF on generation of TX- (A) and TXA2-dependent retinal
endothelial ceil death (B). (A) Celis were exposed to C-PAF (100 nM) for 6 hours. and
TXB2 was measured in the media. Data are the mean + SEM of three experirnents each
performed in duplicate; F < 0.05 compared with other data (one-way ANOVA). (B)
Effects of TXA2 synthase inhibitor (1 iM) on C-PAF (100 nM)—induced retinal
endothelial ceil death at 48 hours. Data are the mean + SEM of resuits in three
experirnents; *]J < 0.01 compared with the other data. (C) Effects of TXA2 mimetics
U46619 and I-BOP on celi viability determined by MTT assay afier 4$ hours. Data are
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Les données présentées dans le cadre de cette thèse de doctorat démontrent et
caractérisent de nouveaux effets pour deux médiateurs qui autrement sont surtout connus
pour leurs effets activateurs des plaquettes et vasoconstricteurs du muscle lisse
vasculaire. Ainsi, le PAF et le TXA2 déclenchent de manière spécifique la mort cellulaire
endothéliale des microvaisseaux rétiniens et contribuent à la vaso-oblitération qui
caractérise la première phase de la rétinopathie du prématuré ROP. L’activation des
récepteurs PAFR et TP amène une production augmentée de ROS qui, à court terme et
chez un sujet prématuré dont les défenses antioxydantes sont déficientes, se combinent au
NO et produisent un stress nitrosatif qui participe à la dégénérescence microvasculaire
rétinienne. À plus long terme, alors que les niveaux d’antioxydants se normalisent, le NO
en absence de stress nitrosatif devient nécessaire afin d’empêcher que la vaso-oblitération
ne s’aggrave en régulant l’expression de VEGFR-2 à la hausse. Les conditions réunies
dans la ROP favorisent la production du TXA2, un médiateur qui autrement se retrouve
en faible concentration dans la cellule endothéliale lors de situations physiologiques
normales. Des immunobuvardages de type Western montrent une augmentation de
l’expression de la TX synthase dans les cellules endothéliales soumises à un stress
oxydant (Quiniou et aÏ., 2004). Ceci peut s’expliquer en partie par le fait que parmi les
facteurs qui régulent la transcription de cet enzyme, figure AP- 1 (c-Fos/c-Jun) qui est très
sensible au potentiel redox et qui voit son activité transcriptionnelle augmenter lors d’un
stress oxydant (Nose et al., 1991), particulièrement en présence de O2 (Sanchez et al.,
1996; Rao et al., 1999). Abondant dans le même sens, l’activité AP-1 est inhibée par de
fortes concentrations de glutathion (Pinkus et al., 1996). Il a déjà été démontré que le
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stress oxydant favorise la synthèse de TXA2 au détriment de PGI2 (Weiss et al., 1979;
Warso et Lands, 1983). Contribuant au phénomène, le stress nitrosatif pourrait aussi avoir
une influence, puisque le NO produit durant la ROP, en plus d’activer AP-1 (Marshall et
al., 2000), peut nitrosyler la syntahse PGI2 et diminuer son activité enzymatique par
l’intermédiaire des 0N00 (Zou et Ullrich, 1996), expliquant une partie des effets
bénéfiques de l’inhibition précoce des NOS. Un autre facteur contribue à expliquer la
synthèse importante de TXA2 dans les cellules endothéliales durant un stress oxydant; il
s’agit de l’augmentation de la synthèse de PAF, qui produit son effet cytotoxique via une
synthèse de TXA2 (Beauchamp et al., 2002). L’enzyme lyso-PAF acétyltransférase qui
produit le PAF par la voie du remodelage (Fig. 10 page $0), voit son activité régulée à la
hausse lorsque s’accumulent les hydroperoxydes (Sakamoto et al., 2002) au moyen de
mécanismes qui impliquent l’acide lysophospatidique et les MAPKs (Con et al., 2003).
Tous ces mécanismes coopèrent afin d’augmenter la production de TXA2 qui s’avère
cytotoxique pour la vascularisation rétinienne.
La mort cellulaire endothéliale rétinienne a commencé à être caractérisée et
présente divers attributs qui n’en font pas une mort cellulaire classique au sens des termes
«nécrose» ou «apoptose ». Les résultats présentés ici pourraient ouvrir la voie à une
approche thérapeutique nouvelle favorisant un traitement préventif de la ROP chez les
enfants à risque de développer des séquelles de la maladie.
Mort induite par l’activation des récepteurs PAF et TXA2
La ROP est caractérisée dans sa phase initiale par la dégénérescence de la
microvascularisation rétinienne soumise à des conditions de stress oxydatif. Le retour à
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un environnement normoxique met les zones avasculaires qui ont subi la vaso
oblitération en situation d’ischémie qui est le signal déclencheur de la néovascularisation.
Les vaisseaux nouvellement formés traversent la membrane limitante interne et
envahissent le corps vitré causant une traction sur la rétine qui peut aller jusqu’au
décollement de celle-ci et provoquer la cécité. Des études (Penn et al., 1994; Brooks et
al., 2001) ont montré la diminution de la sévérité de la ROP si on réussit à atténuer la
phase initiale de vaso-oblitération. Les mécanismes qui causent la dégénérescence
microvasculaire sont inconnus. Malgré une abondance de production de TXA2
(FitzGerald et al., 1987; Grover et al., 1988; Chemtob et al., 1995) et de PAF (Alloatti et
al., 1994; Rui et al., 2001) durant le stress oxydatif, la vaso-oblitération se produit avant
qu’il n’y ait agrégation plaquettaire (Ashton, 1966; Chan-Ling et Stone, 1992; McLeod et
al., 1996). Les données présentées ici, démontrent donc des effets indépendant d’une
interaction avec les plaquettes ou d’un effet simplement vasoconstricteur. Le modèle
utilisé présente un avantage important: les plaquettes du rat sont insensibles à l’effet
agrégateur du PAF (Sanchez-Crespo et al., 1982), laissant toute la place à ses effets sur
l’endothélium. De plus, les effets constricteurs de PAF et TXA2 sur la vascularisation
rétinienne sont plus modestes que l’effet de l’endothéline ou l’angiotensine II qui ne
cause pas de vaso-oblitération (observations non publiées). Enfin, d’autres prostanoïdes
sont produits durant le stress oxydatif tels que le PGE2 et le PGF2Œ, deux
vasoconstricteurs qui ne causent pas non plus de vaso-oblitération (Fig. 3D, page 193).
Autant in vivo, dans un environnement hyperoxique, qu’ex vivo en réponse au
peroxyde d’hydrogène (F1202), la rétine produit du TXA2 (Fig. 1, page 190) et du PAF
(Fig. 1, page 230) qui contribuent à augmenter le stress oxydant par la production de ROS
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(Chanez et al., 1990; Kinnula et aï., 1992; Matsuo et al., 1996), eux-mêmes connus pour
leur participation à la vaso-oblitération rétinienne (Niesman et aÏ., 1997; Penn et aï.,
1997). Dans le modèle de rétinopathie induite par l’oxygène (OIR) chez le raton
nouveau-né, les effets délétères de l’oxygène à forte dose peuvent être en partie contrés
par des bloqueurs des récepteurs PAF (Fig. 1C, page 230 ; Fig. 2, page 232) ou TP (Fig.
lB. 1C, page 190), de même que par un inhibiteur de la TX synthase ou par des
antioxydants (Niesman et aÏ., 1997; Penn et al., 1997). Les drogues utilisées dans ces
études ont toutes été choisies selon des propriétés structurelles qui leur sont propres et
aucune, sinon l’antagoniste du PAFR, BN-52021, ne présentent un effet antioxydant
intrinsèque. D’ailleurs, la plupart des drogues utilisées sont incapables d’inhiber la
peroxydation lipidique (Chemtob et al., 1995). Le BN-52021, pour sa part, n’est pas des
plus spécifiques pour le récepteur PAF et son efficacité légèrement supérieure peut être
attribuable à des effets antioxydants ou non spécifiques (Braquet et aL, 1985).
La mort cellulaire observée est en partie attribuable à l’activation des récepteurs
PAF et TXA2 et cette mort ne semble pas être propre à une espèce en particulier, car
autant chez le raton que chez le porcelet, le TXA2 ou le PAF induisent une mort cellulaire
endothéliale des microvaisseaux rétiniens (Fig. 2, page 192; Fig. 3, page 234). La
viabilité cellulaire endothéliale semble toujours être légèrement supérieure chez le
porcelet. Tout comme chez le rat, la rétine porcine suit un développement semblable à
celui de l’humain, (Bloodworth et al., 1965), mais la rétine du porcelet à terme est plus
mature que celle d’un enfant prématuré ou celle d’un rat nouveau-né. Comme l’incidence
de la ROP est proportionnelle à l’immaturité, il est plausible de penser que la rétine de
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porcelet soit plus adaptée à faire face à un stress oxydant et aux effets cytotoxiques du
TXA2 et du PAF.
La mort cellulaire endothéliale observée est fonction de la dose et de la durée
d’exposition (fig. 3A, 33, page 193; f ig. 4A, 4B, page 236) et les 1C50 de l’ordre du
nanomolaire, de même que les effets bénéfiques de bloqueurs spécifiques, nous
permettent de conclure à des effets attribuables à l’activation spécifique des récepteurs
PAF et TP sur la cellule endothéliale de la microvascularisation rétinienne ou cérébrale.
Les autres types cellulaires et plus précisément les autres types cellulaires endothéliaux
ne sont pas affectés par des doses croissantes de PAF ou de TXA2 cytotoxiques pour les
cellules endothéliales rétiniennes (fig. 3f, page 193; Fig. 6, page 19$; Fig. 4D, page
236). Ces expériences mettent en évidence une sélectivité des effets cytotoxiques du
TXA2 sur la vascularisation rétinienne en accord avec une hétérogénéité de la réponse au
thromboxane en fonction du lit vasculaire. Par exemple, le TXA2 cause la migration des
cellules endothéliales microvasculaires rénales (Daniel et al., 1999), mais pas celle des
cellules endothéliales ombilicales humaines (HUVEC) (Ashton et al., 1999), les deux
types cellulaires exprimant des récepteurs TP à leur surface membranaire (Kent et al.,
1993).
La peroxydation semble jouer un rôle important dans la mort induite par le TXA2
et le PAF. L’isoprostane $-iso-PGf2 est un produit de la peroxydation des membranes
lipidiques et représente un excellent indice de peroxydation (Morrow, 2000). Il peut
également induire la synthèse de thromboxane (Lahaie et al., 199$; Hou et al., 2000).
Ainsi, une exposition des cellules endothéliales rétiniennes au $-iso-PGF2a induit une
synthèse de thromboxane et une diminution de la viabilité cellulaire (fig. 4, page 195).
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Tout comme le 8-iso-PGF7. dans certains lits vasculaires, une partie des effets du PAF
peut être attribuable à une synthèse de TXA2 (Arribas-Gomez et al., 1995). Il s’avère que
dans la rétine, l’activation du PAFR provoque une synthèse de TXA2 qui est responsable
de 65 à 80 % des effets cytotoxiques de PAF (Fig. 3D, page 234; Fig. 6B, page 240). La
mort observée en présence de PAF est donc dépendante d’une synthèse de TXA2.
Pour l’instant, le PAF et le 8-iso-PGF2 ont été associés à une synthèse de TXA2
dans la cellule endothéliale neurale, mais il est fort possible que cette synthèse ne leur
soit pas exclusive. Tout récemment, les isofuranes, de nouveaux produits de la
peroxydation non enzymatique de l’AA ayant une structure apparentée aux Tso-PGs, ont
été découverts (Fessel et al., 2002). Contrairement aux iso-PGs, les isofuranes ont une
synthèse qui demeure élevée sous une forte tension d’oxygène; ils sont donc plus
abondants que les iso-PGs et représenteraient un meilleur indice des dommages causés
par la peroxydation dans les situations d’hyperoxie (Fessel et Roberts, 2005). Des
niveaux élevés d’isoftiranes ont été dosés dans le tissu cérébral de plusieurs patients ayant
des maladies neurodégénératives (Fassel et al. .2003). La bioactivité des isofuranes est
inconnue, mais il n’est pas exclu, à cause de leur similarité de structure avec les Iso-PGs,
qu’ils soient aussi capables de participer à la toxicité cellulaire endothéliale
neurovasculaire en contribuant à la synthèse de TXA2.
Cette mort cellulaire endothéliale neurovasculaire induite par PAF-TXA2 présente
des caractéristiques qui sortent des normes habituellement décrites dans la littérature se
rapportant à l’apoptose et la nécrose. La nécrose se caractérise par le gonflement de la
cellule et des organelles et la perte de l’intégrité membranaire et la relâche de facteurs
provoquant l’inflammation dans une réaction que l’on peut qualifier d’aigu. Quant à
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Ï’apoptose, elle présente une diminution du volume cellulaire, une condensation et une
fragmentation de l’ADN, un bourgeonnement de la membrane plasmique formant des
corps apoptotiques contenant des organites intacts entourés par une membrane intacte.
Les corps apoptotiques alors formés sont phagocytés par les cellules avoisinantes sans
qu’i1 y ait inflammation, le tout s’effectuant sur plusieurs heures (Kerr et aÏ., 1972;
Wyllie et aÏ., 1980).
Selon les présentes données, on remarque que le TXA2 n’a besoin que d’une mise
en contact de ‘—4 heures avec les cellules endothéliales pour atteindre son plein potentiel
cytotoxique mesuré à 48 heures (Fig. 3E, page 193). Le PAF-TXA2 cause une mort lente
dont les premiers signes ne sont perçus que —l 8 h après son déclenchement, n’impliquent
pas de condensation ou une fragmentation de l’ADN et n’impliquent pas non plus
l’activation des caspases initiatrices ou effectrices les plus communes (fig. 5A, 5B, 5D,
5E, page 196; fig. 5A, 5B, 5E, page 238). Malgré des résultats négatifs concernant
l’implication du pore transitoire mitochondrial (MPI) (Fig. 5D, page 238), il n’est pas
exclu qu’il ait un rôle à jouer puisque l’inhibition de la cyclophiline D par la cyclosporine
A ne s’avère pas très spécifique et présente une certaine cytotoxicité intrinsèque aux
doses utilisées (Fig. 5D, page 238 et résultats non publiés). Par contre, outre le laps de
temps anormalement long, les cellules endothéliales présentent plusieurs caractéristiques
de la mort cellulaire dite « nécrotique », c’est-à-dire une perte de l’intégrité membranaire
qui se traduit par une incorporation de PI et une relâche de la déshydrogénase lactique
(LDH) qui augmente en fonction du temps d’exposition (Fig. 5B, 5D, 5F, page 196; Fig.
5B. 5F, page 23$). En revanche, lorsque les cellules sont stimulées par le PAF, il y a
augmentation du marquage des phosphatidylsérines (PS) par l’annexine-V. un
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phénomène habituellement propre à l’apoptose, mais qui ne lui est pas exclusive (Lecoeur
et al., 2001). Comme il y a perte évidente de l’intégrité membranaire, il est aussi possible
que le marqueur pénètre dans la cellule et marque les PS du côté interne de la membrane
plasmique.
Il semble donc que la mort cellulaire induite par le PAF-TXA2 soit intermédiaire
entre l’apoptose et la nécrose. Certaines évidences nous portent à croire que la mort
induite par le TXA2 dans les cellules endothéliales neurovasculaires est une mort
apoptotique au cours de laquelle il y a activation de protéases autres que les caspases
causant une mort par nécrose secondaire à la dégradation de protéines essentielles à
l’homéostasie cellulaire.
L’activation des récepteurs PAF et TP amène une mobilisation du calcium
intracellulaire (Ward et Westwick. 1988; Arita et al., 1989) par l’interaction de leur
protéine Gaq avec la PLC qui relâche deux seconds messagers importants : 1P3 et DAG.
La mobilisation du Ca2 intracellulaire par 1P3 peut activer des phospholipases
spécifiques et des protéases, alors que des concentrations de Ca2 intracellulaires
supraphysiologiques peuvent interférer avec le MPT et mettre fin à la production d’ATP
par la mitochondrie et stimuler la production de ROS (Onenius et aL, 1992; Trump et
Berezesky, 1995) dans une boucle de rétroaction positive qui favorise la production
d’espèces cytotoxiques (Chakraborti et al., 1999). Le PAF, en plus de participer à la
mobilisation du Ca2, pourrait participer à l’augmentation de la synthèse de TXA2 dans
divers mécanismes. La protéine GŒq de PAFR pourrait activer la cPLA2 qui libère alors
de l’acide arachidonique qui sera d’abord transformé en PGH2 par la COX avant d’être
majoritairement transformé en TXA2 par la TX synthase à cause des conditions de stress
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oxydant (Weiss et al., 1979; Warso et Lands, 1983). Tout récemment, des récepteurs PAF
fonctionnels ont été identifiés sur la membrane nucléaire de cellules endothéliales
provenant de vaisseaux cérébraux porcins. Selon un mécanisme indépendant d’une
protéine Guq , l’activation de ce récepteur par le PAF provoque une augmentation de
l’expression de COX-2 (Marrache et aÏ., 2002) qui pourrait contribuer à une synthèse
augmentée de TXA2. Le TXA2 induit la mort de différents types cellulaires non
endothéliaux notamment des thymocytes immatures (Ushikubi et al., 1993), du
trophoblaste (Yusuf et al., 2001), des cellules des tubules rénaux (Jariyawat et aÏ., 1997),
des myocytes ventriculaires adultes (Shizukuda et Buttrick, 2002) et des cellules HUVEC
(Gao et aÏ., 2000) par des mécanismes classiques d’apoptose.
Dans les présentes expériences, la mobilisation du calcium induite par PAF-TXA2
n’active pas les caspases (Fig. 5, page 196; Fig. 5, page 23$), mais pourrait activer
d’autres protéases, telles que les calpaïnes. L’activité calpaïne est détectée dans nombre
de pathologies dont la dégénérescence neuronale et l’ischémie de la rétine et du cerveau
(Saito et aÏ., 1993; Ray et aÏ., 2003; Sedarous et al., 2003; Wingrave et al., 2003). Les
calpaïnes représentent une famille de cystéines protéases comportant 14 isoformes
incluant la .t-ca1païne et la m-calpaïne qui sont ubiquitaires et activées par différentes
concentrations de Ca2. Une série d’expériences, dans le but d’élucider les mécanismes
impliqués dans la mort cellulaire endothéliale induite par le TXA2, a été entamée au
laboratoire du Dr Chemtob et montre une activation des calpaïnes en réponse au TXA2
qui est à l’origine d’une nécrose secondaire (Quiniou et aÏ., 2004). Plus précisément,
24 heures suivant la stimulation de cultures cellulaires endothéliales avec le TXA2, les
cellules montrent une importante incorporation de PI et le gonflement typique d’une
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cellule nécrotique, le tout pouvant être prévenu par l’emploi d’un antagoniste du
récepteur TP ou des inhibiteurs de calpaïnes. La même chose est vraie ex vivo sur des
explants rétiniens de porcelet, alors que l’inhibition des calpaïnes, en particulier celle de
la m-calpaïne, prévient la mort cellulaire endothéliale. Dans les heures qui précèdent la
perte de l’intégrité membranaire, le ratio bax/bcl-2 augmente alors que la protéine
antiapoptitique bd-2 est complètement dégradée à 1$ heures, moment où le cytochrome c
est relâché et la production d’ATP cesse (Quiniou et al., 2004).
La perte de l’intégrité membranaire semble donc être due à l’activation de la m
calpaïne par de fortes concentrations de Ca2. Les calpaïnes ont pour substrats différentes
protéines pouvant être clivées sur des résidus cystéine. Parmi elles, on compte des
protéines du cytosquelette, ce qui pourrait expliquer le changement de morphologie, alors
que le clivage de bd-2 mène la mitochondrie à sa perte. L’homéostasie cellulaire étant
grandement compromise, la cellule meurt par nécrose secondaire due à la perte du
potentiel membranaire mitochondrial (z\iim) et la fin de la production d’ATP.
La voie de l’activation des calpaïnes par le Ca2 est un mécanisme plausible qui
semble expliquer une partie des effets cytotoxiques dus à l’activation des récepteurs PAF
et TP. L’activation des récepteurs PAF et TP contribue à entretenir une production de
ROS (Chanez et al., 1990; Kinnula et aÏ., 1992; Matsuo et aÏ., 1996) qui, combinée au
NO, peut produire un stress nitrosatif dangereux. La synthèse et les effets du NO sont
augmentés durant la période périnatale et le NO présente un effet biphasique durant un
stress oxydant selon la durée du stress.
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Rôle biphasique du monoxyde d’azote dans la vaso-oblitération
Chez le rat et la souris, dans un modèle de rétinopathie induite par l’oxygène, on
remarque deux effets qui s’opposent concernant le NO. Lors d’une hyperoxie à court
terme (P7-P9), le NO semble avoir un effet cytotoxique puisque l’inhibition de sa
synthèse prévient presque entièrement la vaso-oblitération (fig. 1, page 153 ;(Brooks et
aL, 2001)). Le rôle joué par eNOS dans ce phénomène est mis en évidence, car seule son
expression est modulée par l’hyperoxie et la concentration de nitrites demeure élevée
dans un milieu où nNOS et iNOS sont bloquées (fig. 2A, 2C, page 155). Tout comme
c’est le cas dans les cultures cellulaires stimulées avec le TXA2, la mort cellulaire peut
être prévenue par des molécules antioxydantes, plus précisément, un désactiveur d’ions
superoxydes (O2) et un catalyseur de la destruction du peroxynitrite (0N00) (Fig. 1,
page 153). Ceci met en évidence le rôle joué par les ROS dans le développement de la
ROP, rôle supporté par des études qui démontrent que la vaso-oblitération induite par
l’oxygène peut être atténuée par des antioxydants dans certains modèles animaux (Phelps
et Rosenbaum, 1977; Niesman et ai, 1997; Peim et aÏ., 1997). Chez les enfants
développant la ROP, les niveaux de glutathion réduit sont plus bas que chez les sujets
contrôles (Papp et al., 1999). Ceci peut être dû à une activité déficiente de la superoxyde
dismutase (SOD) dans la rétine immature. Par exemple, lors d’une hyperoxie, l’activité
de la Cu-Zn-SOD est grandement réduite dans la rétine du rat (Niesman et al., 1997). Par
contre, cette situation ne prévaut que pour un temps puisque les niveaux se normalisent à
la longue, malgré une exposition constante à l’oxygène (Niesman et aï., 1997). La même
situation est observée dans notre modèle lors d’une hyperoxie de courte durée. Chez le
raton, malgré une expression et une activité NOS élevée et constante (fig. 2C, page 155),
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il y a une légère revascularisation à long terme contrastant avec les effets observés à court
terme (Fig. 13, 1F, page 153). L’étude des niveaux de glutathion réduit, malondialdéhyde
et nitrotyrosine montre une diminution des défenses antioxydantes et une augmentation
des produits de peroxydation à court terme, alors qu’à long terme (P7-P12) et malgré
l’hyperoxie, il y a une atténuation du stress oxydatif (Fig. 3A, 3B, 3C, page 157) due en
partie à la présence de NO puisque son inhibition augmente la vaso-oblitération (Fig. 1G,
page 153).
Dans le cas de la rétinopathie induite par l’oxygène, les effets du NO semblent
être modulés par la présence simultanée du NO et de 02 qui se combinent et forment le
ONOO pour créer un stress nitrosatif. Comme le NO est constamment présent en
concentration élevée, le potentiel redox de la cellule, principalement dicté par les niveaux
de glutathion réduit dans la rétine, entraînera la cellule endothéliale vers la mort ou la
survie. Comme le potentiel redox est oxydé à court terme (P7-P9), il y a mort cellulaire,
alors que le potentiel plus réduit à long terme (P7-P12) permet à la cellule de se défendre
adéquatement contre le stress oxydatif et empêche le développement d’un stress
nitrosatif. Le stress nitrosatif, par l’intermédiaire du peroxynitrite (NO + 02 - ONOO),
est en grande partie responsable des effets cytotoxiques du NO sur la cellule endothéliale
(Beckman et al., 1990; Brooks et al., 2001) et ne semble être présent que durant les
premières journées d’hyperoxie puisqu’il y a une normalisation des niveaux de
nitrotyrosine et de peroxydation lipidique à plus long terme (Fig. 3C, page 157). De plus,
le traitement à plus long terme avec un mimétique de la SOD ne s’avère pas plus efficace
(Fig. lI, page 153). Une interaction entre le NO et PAF-TXA2 est donc possible durant la
première phase de la maladie impliquant un stress oxydant, un potentiel redox oxydé et
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un stress nitrosatif. Durant la période périnatale, qu’il soit prématuré ou non, le nouveau-
né a une activité NOS plus élevée (Hardy et aï., 1996b). Chez l’enfant né à terme, ayant
donc des systèmes antioxydants plus développés pour répondre au stress, la production
accrue de NO n’a pas les effets délétères qu’on peut observer sur la rétine du sujet
prématuré pour qui la production de NO est encore plus augmentée. Cette production
accentuée de NO est peut-être une réponse vasodilatatrice à la synthèse augmentée des
vasoconstricteurs PAF et TXA2. Quoi qu’il en soit, le stress nitrosatif qui s’en suit
favorise la toxicité des espèces oxygénées réactives qui contribuent à entretenir une
boucle de rétroaction positive pour la synthèse de PAF-TXA2 (Chanez et aÏ., 1990;
Chakraborti et aï., 1999). Il est certain que des études supplémentaires portant sur
l’influence du stress nitrosatif sur les facteurs de transcriptions impliqués dans la synthèse
des récepteurs PAF, TP et de la TX synthase, nous fourniraient de préciseuses
indications.
Le stress nitrosatif peut affecter directement ou indirectement le fonctionnement
normal de plusieurs voies de signalisation dont celle du VEGF par ses récepteurs
VEGFR-1 et VEGFR-2. Nos données indiquent que l’expression de VEGfR-1 n’est pas
régulée par l’hyperoxie ou une inhibition des NOS (Fig. 4, page 158). Par contre,
l’expression de VEGFR-2 a une tendance à la baisse au cours d’une hyperoxie à court
terme et est grandement régulée lorsqu’il y a inhibition des NOS. Lorsqu’il y a inhibition
de NOS à court terme, l’expression de VEGFR-2 est significativement augmentée, alors
qu’elle est tout aussi significativement diminuée à long terme (Fig. 4, page 158). La
modulation à la hausse de VEGFR-2, ayant des effets proangiogéniques, favoriserait ainsi
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la survie à court terme, mais l’inhibition de NOS à long terme et la diminution de
l’expression de VEGFR-2 entraînerait un accroissement de la perte microvasculaire.
L’expression de VEGfR-2 est régulée par Nf-KB (liii et al., 2000) contrairement
à VEGFR-1 et VEGF qui sont régulés par HIF (Gerber et al., 1997). Le NF-KB peut être
activé par les ROS et H202 (Garban et Bonavida, 2001; Michiels et aÏ., 2002). À court
terme, alors que l’activité de la SOD est faible et que la concentration de O2 est élevée,
la présence de NO contribue à former un stress nitrosatif qui diminue l’activation de Nf
KB et l’expression de VEGFR-2. L’inhibition de VEGFR-2 contribue ainsi à la
cytotoxicité du PAF-TXA2. Non seulement le stress oxydant, et par le fait même la
formation de PAF-TXA2, inhibent-ils l’expression de VEGFR-2, mais le TXA2, qui est le
joueur central ici, est un puissant antagoniste de la migration et de la différenciation
induites par le VEGF sur des cellules endothéliales (Ashton et al., 2004). En plus de
contrer l’activation du récepteur VEGF, le TXA2 peut interagir avec d’autres facteurs de
croissance notamment le FGF et son récepteur FGFR-1. Par un mécanisme impliquant la
relâche de TSP-1 par le TXA2, le récepteur FGfR-1 ne peut plus être intemalisé et
empêche ainsi la migration et l’angiogenêse induites par FGF (Ashton et al., 2004). La
TSP-l est un puissant inhibiteur de l’angiogenèse et il n’est pas exclu qu’une proportion
des effets cytotoxiques de PAF-TXA2 soient attribuables à la synthèse de TSP-1 et
l’activation de son récepteur CD36 ou la synthèse d’un autre inhibiteur de l’angiogenèse.
En ce sens, le PEDF est le plus puissant inhibiteur de l’angiogenèse rétinienne connu
(Tombran-Tink et al., 1991) et pourrait jouer un rôle étant donné que les conditions
retrouvées dans la OIR impliquent une régulation à la baisse de VEGF tAlon et aÏ., 1995;
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Pierce et aÏ., 1996) et de IGf-1 (Smith et aï., 1997b) et une augmentation de l’expression
de PEDF (Dawson et aÏ., 1999).
À plus long terme, alors que les systèmes antioxydants normalisent leur activité et
participent à la détoxification de la cellule, le stress nitrosatif disparaît et n’interfere plus
avec la transcription de VEGfR-2. La survie cellulaire est alors probablement favorisée à
long terme par la voie de P13-KJAkt qui peut être activée (Gerber et al., 1998).
finalement, il est important de souligner les effets bénéfiques des antioxydants.
Par contre, on s’aperçoit que la supplémentation en antioxydants comporte certaines
limites. Les expériences décrites au chapitre 3 nous ont permis de comprendre l’état
redox de la cellule endothéliale durant le stress oxydant qui en plus, comporte une
composante de stress nitrosatif. Les antioxydants ne sont efficaces que lorsqu’il y a
présence de peroxydation importante, soit durant la première phase de la rétinopathie
induite par l’oxygène. Par conséquent, alors que le potentiel redox de la cellule se
réajuste, les antioxydants n’améliorent pas davantage la situation. L’identification de
PAf/TXA2 en tant que médiateurs des dommages à la microvascularisation rétinienne
lors du développement de la ROP, nous permet d’être plus précis dans notre intervention
et surtout nous permet une action plus prolongée et bénéfique.
Conclusions
1) Le thromboxane A2 (TXA2) et le facteur d’activation plaquettaire (PAF) sont
abondamment produits durant un stress oxydant, tel que l’hyperoxie dans un
modèle de rétinopathie induite par l’oxygène (OIR).
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2) Tel que démontré in vivo dans un modèle d’OIR chez le rat, ex vivo sur des
microvaisseaux fraîchement isolés de rats et de porcs et in vitro sur des cellules
endothéliales en culture provenant de microvaisseaux cérébraux porcins, le TXA2
et le PAF, par une synthèse de TXA2 ont un effet cytotoxique sur la cellule
endothéliale.
3) Par l’activation de leur récepteur sur la cellule endothéliale, PAFR et TP, le PAF
et le TXA2 respectivement induisent une mort dépendante du dosage et du temps
d’exposition qui est spécifique au type cellulaire endothélial, plus précisément aux
types neuroendothéliale rétinien et cérébral.
4) La mort cellulaire a été caractérisée de plusieurs façons et présente : une perte de
l’intégrité membranaire, une relâche de la déshydrogénase lactique, une absence
de condensation et fragmentation de l’ADN, un marquage positif des
phosphatidylsérines, une absence du clivage de la poly-ADP-ribose polymérase
(PARP) et une absence de l’activation des principales caspases impliquées dans
l’apoptose, tout ceci dans un laps de temps d’environ 24 heures. Le phénomène
atteint son apogée entre 24 à 4$ heures et serait intermédiaire entre la nécrose et
l’apoptose.
5) En plus d’être bloquée par des antagonistes des récepteurs PAF et TP et des
inhibiteurs de la TX synthase, la mort induite par le thrornboxane est bloquée par
des antioxydants, impliquant les ROS dans les mécanismes responsables de la
mort cellulaire endothéliale.
6) Durant l’hyperoxie, dans un modèle d’OIR chez le rat nouveau-né, l’activité et
l’expression de eNOS sont élevées, et ce, malgré la perte d’une partie de la
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microvascularisation. Le NO produit par eNOS se combine aux ROS (02)
produits par le stress oxydant et qui ne sont plus enlevés par la superoxyde
dismutase (SOD). Ceci entraîne un stress nitrosatif et un potentiel redox oxydé à
court terme (jour post natal (P)7 à P9) qui régule l’expression de VEGfR-2 à la
baisse et contribue à la vaso-oblitération.
7) Dans une hyperoxie à long terme (P7 à P 12), alors que l’expression et l’activité de
eNOS est toujours élevée, la SOD revient à une activité normale et, aidée par le
glutathion réduit (GSH), permet le retour à un potentiel redox réduit et à
l’élimination des espèces nitrosylées réactives (RNS). L’absence de RNS et la
présence de ROS formés par le stress oxydatif toujours présent permettent
l’expression de VEGfR-2 et une protection des vaisseaux restants.
Perspectives futures
Les résultats présentés dans cette thèse permettent de croire que la porte s’ouvrira
bientôt sur de nouvelles avenues dans le traitement clinique de la pathologie de la
rétinopathie du prématuré. Les résultats de recherche fondamentale démontrent une
cytoxicité certaine du TXA2 sur le tissu vasculaire rétinien. De plus, les résultats
démontrés in vivo sur le rat nouveau-né soulignent toute la complexité du développement
de cette affection, en ce qui a trait à la génération de NO et son effet biphasique dans la
dégénérescence ou la cytoprotection de la microvascularisation rétinienne soumise à un
stress oxydant constant. Ainsi, des traitements incluant des injections intra-vitrée d’un
inhibiteur de la synthèse de TXA2 et d’antioxydants intégrant les nouvelles connaissances
devraient avoir des visées prophylactiques en synchronicité avec la production de NO et
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d’espèces oxygénées réactives. L’effort le plus important devrait être concentré dans les
premières 24-48 heures suivant une exposition à l’oxygène compte tenu du
développement rapide de la maladie.
Il est certain que le phénomène de la mort induite par le TXA2 demande une
investigation plus pbussée puisque qu’il s’agit de la toute première évidence d’une mort
cellulaire endothéliale par ce médiateur de l’inflammation et de l’agrégation plaquettaire.
Une compréhension plus poussée pourrait nous permettre de mieux comprendre des
phénomènes très étudiés, tels que l’ischémie-reperfusion et les autres rétinopathies
ischémiques. Déjà, nous avons quelques indices sur les mécanismes de mort utilisés par
la cellule endothéliale en présence de TXA2. Ils mettent en évidence de nouvelles voies
de signalisation inconnues il y a de ça une décennie à peine. Les résultats préliminaires
illustrent toute la complexité du rôle du TXA2 vis-à-vis la mitochondrie qui est sans
contredit la pierre angulaire de ce phénomène de mort. Ces résultats laissent même
présager la présence de récepteurs fonctionnels au T)C42 à la surface de la mitochondrie.
La présence de tels récepteurs a d’ailleurs été évoquée dans un récent article qui, par
contre, base son hypothèse sur des expériences effectuées sur une lignée de cellules
transformées (Fang et al., 2004).
Les médiateurs de la peroxydation lipidique étaient pour la plupart inconnus. Ici,
nous avons démontré l’importance de l’ion superoxyde dans le cas précis de la
rétinopathie induite par l’oxygène chez le rat nouveau-né. Il n’est pas utopique de penser
que ces mêmes mécanismes puissent contribuer au développement de la rétinopathie du
diabétique qui présente également une composante de peroxydation lipidique. Ainsi, nous
avons mis en évidence l’importance de l’environnement immédiat contribuant à
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l’équilibre redox permettant de prévoir la résultante finale. Comme on a pu le constater,
lorsqu’ on réussit à prévenir la dégénérescence vasculaire rétinienne chez le rat nouveau-
né soumis à l’oxygène, les taux de succès sont aux mieux de —9O% d’amélioration,
indiquant que les facteurs identifiés ici sont des des acteurs importants, mais ils ne sont
assurément pas les seuls. Certains de ces médiateurs qui demeurent toujours dans l’ombre
pourraient être des facteurs auxquels on commence tout juste à s’intéresser. Par exemple,
le PEDF ou la ISP-1 venant contrer les effets angiogéniques de substances telles que le
VEGF ou le Tf. Quoi qu’il en soit, même si un pas a été effectué dans la bonne direction,
beaucoup reste à faire afin de pleinement comprendre les mécanismes impliqués dans le
stress oxydant nous permettant de saisir toute la complexité derrière la peroxydation
lipidique, telle qu’observée dans la rétinopathie du prématuré.
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